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Die Eifeidung betiifift ein neues Oocysten Sporocysten Protein (EtOSll) des. 
Parasiten der Art Eimeria tenella sowie das ffir dieses Protein kodierende Poly- 
nucleotid. Vektoren enthaltend dieses Polynucleotid, mit diesen Vektoren 
transfonnierte Zellen, AntikSiper gerichtet gegen das Protein, Impfstoffe. die das 
Polynucleotid-. das Protein. Fragmente davon. die o.g. Vektoren oder Antikfiiper 
gerichtet gegen das Prbtein enthalt^ und die Verwendung des Polynucleotids oder 
des Polypeptids zum Auffinden von Wirkstoffen zur Beharidlung einer Infektion mit 
Eimeria und Wirkstbffe. die zur lUerapie einer Infektion nut Eimeria geeignet sind. 



Stand (der Technik 



Parasiten der Gattung Eimeria sind obUgat intrazeUulSre Protozoen. nnt einem 
komplizierten Lebenszyklus, der in Abfolge geschlechtliche und ungeschlechtUche 
EntwicMungsstadien hervorbringt. Eimeria tenella lebt im Blinddaim des Haushuhns 
{Gallus domesHcus) und ist mit den humaiqjathogenen Krankheitserregem 
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum: Cryptosporidium parvum sowie 
bedeutenden tierpathogenen Gattungen Sarcocystis, Neospora, Babesia und Theileria 
eng verwandt. Vertreter dieser Gattungen gehoreh nach der systematischen 
Emordnung der Protozoen durch LEVINE (1980) zum Stamm der Apicomplexa. 

Eimeria tenella ist der Eireger der Gefltigelkokzidiose, einer Erkrankung. die mit der" 
intensiven Bodenhaltung von Kiiken.und HtUmem zu einem Skonomisch bedeut- 
samen Problem wurde. Zur Pathologie einer Kokzidiose-Erkrankung gehoren blutige 
Durchfdlle. die durch eine verminderte Nahrungsaufiiahme und einen 
Gewichtsverlust der Hfihner groBe wirtschafOiche Schaden' verursachen kSmien. 
Neben Eimeria - tenella sind sechs weitere Eimeria Arten fur die 
Kokadioseeikrankung im Haushufin verantworUich: Eimeria acervulina, Eimeria 
maxima, Eimeria brunetti, Eimeria necatrix, Eimeria praecox. 
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Die Infektionsfonneii apikomplexer Parasiten (Sporozoit^ imd Merozoiten) sind 
durch besondere moiphologische Eigenschaflen gekennzeichnet, die sie von and^en 
Sporozoen eindeutig unterscheiden. Als wichtigstes Merkmal gilt ein" 
.Apikalkomplex" am vorderen Zellpol, der sich aus drei sekretorisch tatigen 
Organellen . (Rhoptrien, Mikronemen und Dichten Granula) sowie dem 
struktmbildenden Conoid mit Polringen und snbpeUicularen MikrotubuH 
zusanomensetzt. 

Eimeria tenella durchlSuft cine monoxene Entwicklung • im Haushuhn {Gallus 
gallus). . Dcr Parasit ist streng wirtsspezifisch und obHgat 'intrazeUulSr. Die Ver- 
mehrung erfolgt in epitheUaleu ZeUen und in der Submucosa des Cecums. Das 
Haushuhn infiziert sich mit Eimeria tenella bei der Nahrungssuche. Nach oraler 
Au&ahme sporuUerter Oocysten und ihrer mechanischen Bearbeitung im Kaumagen 
werden reife, ruhende Sporozoiten im Dtinndaim unter dem EiniuB von Trypsin und 
Gallensalzen aus den Sporocysteri am sogenannten StiedakSrper freigesetzt. Die 
Sporozoiten erlangen ihre Beweglichkeit und besiedehi Wirtszellen im Blinddaim 
unter Ausbildung einer parasitophoren Vakuole. Die parasitophore Vakuole scMtzt. 
den intrazelluiaren Parasiten vor lyspsomaler Verdauung. In ihrem Schutz bilden sich- 
vielkemige Schizonten. Die Schizogonie (Merogonie) ist eine asexuelle Vennehrung 
des Parasiten. Bewegliche Merozoiten schntiren sich aus dem Schizonten 
rosettenartig ab. Nach fhrer Freisetzung griinden die Merozoiten bis zu 3 weitere 
Generationen von Schizonten in benachbarten Blmddaimzellen. Wahrend einer 
akuten Infektion I6sen die Schizogoniezyklen breitflSchige DannlSsionen aus, die zu 
Dannblutungen, Gewichtsverlust und bei schwerer Infektion zum Tode des Wirtes 
filhren kemien. Nach Ablauf der Schizogoniezyklen beginnt die Gamogonie unter 
Bildmig vielkemiger mSnnUcher Mikrogamonten und einkemiger weibHcher 
Makrogamonten, die zu Gameten reifen. Der Makrogamet ehthait eosinophile ..Wall- 
forming" bodies, die nach der Befruchtung fusionieren und die Oocyst^wand 
aufbauen. Nach Ablauf der Prtpatenzzeit von 6 Tagen werden neue Oocysten 
ausgeschieden. Mit der Ausscheidung der Oocysten ist die Infektion abgeschlossen 
und der Wirt hat eine artspezifische Immunitat erwoiben. 
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jDiagnostik 



DarmundderPraT,o* • • ^ der LSsionen im 

- Hi.: tz^z' z rrierr r-" 

witachen^^. Auf dieses c^J „. '"^ ^"'"ta.cher Ebepe da^er 
■ U„.ngse^ebl^™ r T «iderspreche„de 
. von Siberia aT^ ^ ^- ^''^^ °'"'>°'<>^->'e Vo^Medenhei. 

^ Axten 14«t vemuten. da« gen=d«,he Unte.«,lriede in Porm von DNA 

Pob™on,h:smen in den unto^edlichcn Arta, voriiegen Polvmo^I . 
dureh Basenvertndennagen (Deletion w ^nnen 
lagerungea enWehen T . ^ Chronaosom™™.' ' 

Kes«^on..Hndo:Je:r " T ^ 

hybridizer. nach GeWeH, / . rad,oakhven DNA-S„nd«, 

AT. und S.anl T " """^ ^"Herabdn^ics ^en 

fechun^ vm.e,^eden we.d«. Bine Verein- 

achung d.ese Ansateea biete. die RAPD-PCR.Me.h„a. „ ^ . 

-n>Me DNA..o.„ K«.en.ea«I? rird " 
A^SpUfflcation genonriacher DNA . ' ^ ' 

Nukleo«daeo«enz in einer p , ™ 

m s (RAPD-PCR Marke.) ergeben naob T:«.„ng anf «nen. Aga„,sege, »d • 
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FSAung mit Bfhidi«m.Bxon,id ein sp«ifiicH« Bandemnuster. Mi. aie.„ Methode 
kOimen jedooh .nur Rem«tame voneinaoder ».erschiede„ werdea. Eine Ideoti- 
fitahon einer Art in einem Feldisokt (Misohung versoUedener Eimeria Arten) iat 
nut Aesen Tectaiken mcht mSgUch.- Eine technisch einfeohere nnd daher 
kostengon^tigere Methode ware das Aulfinden einer spezifisohe Sonde basierend auf 
emer spezifischen Gensequenz. Bisher warden hierfflr nur bekaonte Se,u«^ 
nbosomaler DNA (EUis and Bmnatead 1990) ana den. Bereich Internal Transcriber 
Spacer rrSl ( Schnitzler.et al. 1998) md rrS2 (Gasser e. al. 2001) eingesetzt sowie 
em Sporozoiten Antigen von Mlmeria aceryuUna (EASZ 240/160) (MoUoy et al. 
1998). 



Therapie 



Zm Ther^ie dieser Erkrankung werden derzei. Antikokzidto im W«rt yon jahrUch 
mmdestena 300 MilKonen US $. aufgewendet Die chemotteraportische Beh^rftang' 
wnd seit 1970 vor aUem mit den Polyete-Ionophoren Monensin, Narasin. 
Sahnomycin nnd Lasalocid dmchgefilhrt Daneben sind and> zahheiche Wirkstoffe 
welche die DNA^ynaese oder die ftoteinsynth.se der Parasitenstadien hemn,«a' 
anf dem Mark. (Greif 2001). Die gegenwWgen llerapien haben jedoch sohwer" 
^egenden Probleme bzw. ' NachteUe. Neben der schwerwiegenden 
Mediamenteobelastag des Hntos (R«cks.andsprob.emaak in essbaren Geweben) 
der fikotoxikobiolgisch™ Belasnmg (der Omwel.), gil. die En.s.ehmig von 
Medikament-Resistenz als groBtes Problem der Antikokzidia-Behandhmg' Den 
entetehenden Resi.tenzen sucht man mit sogenanntea Pendel- oder RoMons- 
programmen und der kostenau£wendig« Suehe nach nenen Wirknngsmeohanismen 
zu begegnen (Coombs 2002). Es besteh. daher «n dringender Bedarfan verbesserten 
Wnkstoffen zm- Behandlung von ,£;„eri^.Infdcdonen nnd an Mettoden zum 
AufSnden dieser Wirkstoffe. 



Le A 36 695 



Impfung 



an. w«ta^ ^^^^ ^ ch«no«>erap.uti.ch» Bchaodl™, der 

^en fito ^ fast voU.«ndigen ton™i« g,gen dnc hcMologe Zweiatf^don 
O^ose und Wa^elin : 990). Bine .=on«„ui„Hchc vcn ^^^^ ^ 

Ze^tra™. von ,«5 Tag«, inducer, to Bintagskok™ eine „a«>rliO.= tanuni... 
geg^ ^^^^ ^^^^^^ ^^^^ ^ 

-1993). D.eta„«nisienmgvonLeg»h=n„ennut prptektiven Gazne,ocy..„^ag,,en 
.v^bcsert die Inun^iatslage gesohlOpto KOlcen. I>i..e Stotegie wurd. ab 
.Maternal. Irmnumaienagr v<m WaUach entwickelt (WaUach 1992). 

impftto^rogran^e „n. voilvMenten St^cn (Oooy«e^I^,„din>pf. 

stoffe, warden det^t „nt den ^nflichen Produkten Innnuoox' (Vetech 
Labomories. Can=^) ^d Cocdvac* (Stetwin Lalx^toHes. USA) durohgeflitot Die 
Prodtite.Paraeox- (Schering Hough. EngU«d) nnd .Livacox' (Wiffian>s 2002) 
ba«««> anf sogenannto, attenuierten virutenten S«tanen. Seit tozem .ind auch 
polye.he.esis.en,e vixulent. leb«^vabine anf denn Ma,.. (Ve^enlen 2001) ■ 
msge^t aind de^t ,3 Oocy^en enthaltende Lebendi^p^offe «r die 
^petnn^ gegen Htoer-Kokddiose registrier. CChap^ e. al. 2002. Willian. . 



Alle dtese anf den. Ma*t befindHchcn In^^ffe haben jedoch den wirtsohafflichen 
NaehteU bober P„,dnktion^osten sowie die notwendige Herhaltung Or die Passage 
der Oocysts Ei„ zusatzUohes Problem is., dass die anf denr Ma*t befindlichl 
LebendunpfetoffeznmpaarogenenAnsgangstyp^k^^^^,^,^ 

Es besteht daher ein dringender B«iarf verbesserte Inrpfitoffe zur Verfflgnng zn 
stellen, die vorzugsweise nioht-lebend Impfttoffe sind. 
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^ ..Tra^^e, ; aUcr 1^^^^^ ^, gentechnologische Em- 
wcklung «„es rekombinanten topStoffes (..subumt vaocme'O auf d« Gnrndlag. 

proteWver An«g»e. P..eMv= A.«g„e sind S^^^^ 

des Pamitai, die wahrend der Parasit-WirtsMni„t«,m„ ■ . , . 

wmszellmterafction erne wiohtige FunMon 
be. der ZeUe*«M™g. der ZeUarf^g d=r ZeUinvasion habeo We 
m^g^^benveise a«h andere Pronto.. ,eren »n bi^er :ucb. beka». ™r,e 

ol,°eI n " ^«^- 

Oberflache, der uu^ Or^^ gradi^ten-isolierte O^ganeU-Antigene von 

~.<.o^ste„. Sporozoiten und Merozoite. (Vennaulen 1998). Neben der gezieUen- 
Suc^ nacb Ge^ue^ ^ ^^^^ ^ 

m ESTKexp^ed sequence tag.) Da.enba.i«a (Wang et al. 1999) oder Phagen' 
D^^lay Banken (Silva.. A. e. a, 2002) zur Auffir^ neue. Gene »d Tajeta 
emgesetzt. ~5«5u» 

Auf der Grundlage retombinanter DNA^ecbniken konnten Danferth e, al (1985) 
. — ein 60-70 kDa Antigen von ,,,, ^ J 

Wh ^en einige wenige ausgewSUte ^^e^. Oocyaten-Ar.agene 

CMC 1986. Crane e. aL 1991. Bbogal e. al ,992. Bsohenbacber e. al. ,996). W/a 
y a S„en-Antigene (Piles e. a, ,987. MUler e. al. ,989) sowie .^^,-. 
'eneNa M»o»i.en Antigene (Ko et a,. 1990.. Binger e. al. 1993) rekombinan. 
he^eateUt Crane e. a, (1991) konnten n^t einen. rekon>binant.n ,^Ua 
Anfgen «ne kreuzreagierende Protektion gegen vier E1n,er,a Arten de. Huhns 
«d_ rr.^ tonunisierungaversnohe rait rekon.binan.en AnHgenen 

wurdea b.s heute jedoch keine .uffiedensteUenden Ergebnias. erziel, sodass ein 
h^her Bedarf nach der Identiflzierung neuer. bisher unbekannter Antigene und ibrer 
zugehongen Gewequenzm besteht (Jenkina 1 998, Venneulen 2001). 

Beschreibung derllgarai 

Kg. 1 zeigt die DNA- und die abgeleitete AmittosJnreaequen. 6er .E«S22.cDN^ 
Dte Pmner A,7.«eng«..64-^ ^ A17-«enga-1176-lo air.d dnrch Un.ers«ohe 
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d»rchgeiBhrt.wurden,is.duiJcelgraumterkgt RACE-PCR 

CUNA am mAt-mfiaertm Hahnohcnblinddtoen fail ^» ■ 

(B). In d.n nn. (1) gek^^iotoeten Spurcn wmden jewels ! ' 

RTaberotaeRNA-Tanplat » . ' "> O) Reakhoman^atze mil 

RACE-PCR-Produkt(816bp). . . ' "^^'^^^^^ ^^g«^«^den. 3'- 

Fig. 4. zeigt einen genomischen Southern Blot fUr Et0^27 r i i , 

aufgetrennt und geblottet wurden in jeder Sp^To ^^^^^^^«3ch 

teM^/M r»- . ^ genomische DNA von.£ 

UJ. Ctol (2), (3), AccI (4) BpIU n t * 

n.. d» « ""^^^ ^ 

(UOfibp). PCR-ftoduto von Position 1 bi. Position 1.106 
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Eiguren 5.1 - 5.3 zeigen Immunfluoreszenz gegen EtOS22 in R tenella/Als Primar- 
antik6iper wurde der mAk E2E5 agG2a aus der Maus). als SekundSrantikerper em 
■ Ziege anti-Maus IgG Konjugat Alexa 488 verwendet. Zu erkeimen sind eine leere 
Oocystenschale (5.1), eine ruptierte Sporocyste (5.2) imd eine intakte Sporocyste 
(5.3). Der Bereich des Stieda-KSipers ist mit einem Pfeil markiert. 

Fig. 6 zeigt, dass £/OS22 einTarget zur Hemmung der Excystierung von E. tenella 
ist. Nach paraUelen Excystierungsversuchen wurden im Versuchsansatz ohne Zugabe 
des-m^yc-EzE^ (Kontrolle)- sowie im Versuchsansatz mit Zugabe des mAk E2E5 die 
Anzahl feier Sporozoiten und die Anzahl von Sporocysten mit ungeschliipflen 
Sporozoiten bestimmt. 

Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Oocysten Sporocysten Protein (5/OS22) des 
Parasiten der Art Eimeria tenella. 

Gegenstand der Erfindung ist auch das fUr dieses Protem kodierende Polynucleotid. 
SEQ ID N0:1 zeigt die "fiill-length" mRNA. die die fiir das neue Oocysten 
Sporocysten Protein von Eimeria tenella kodierende DNA-Sequenz enthalt. Der 
offene Leserahmen (ORF), der fiir das Protein (SEQ ID NO:2) kodiert. wird in SEQ 
ID NO:3 gezeigt. 

Weiterhin basiert die Erfindung auf dqr Entdeckung, dass das neue Protein EtOS22 
des Parasiten der Art Eimeria tenella an der Excystierung der Sporozoiten aus den 
Sporocysten beteiUgt ist und damit fiir den Lebenszyklus des Parasiten. essentiell ist. 
Die Excystierung kanri mit Antikoipem gegen EtQS22 gehemmt werden. 

EtOS22 ist ein Intron-loses Gen, das aus einem einzigen codierenden Exon besteht. 
Das ORF des EtOS22 Gens mit einer GrSsse von 594.bp findet sich in zwei Kopien 
im Gehomklon 2257242.c007101021.Contigl (71.864 bp. Stand: 03.03.2003). 
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Emil konunt aber vennutUcli niit deutiich mehr als 2 .Kopien im Genom vcm 
Eimeria tenella voT. 

Gegenstand der Erfindung ist auch: 

a) ein Polynucleotid, das zu dem Polynucleotid mit der Sequenz gemSB SEQ ID 
N0:1 Oder 3 dne Identitat von mehr als 50%, 60%, 70% oder 80%, bevorzugt 
mehr als 85% oder 90% und besonders bevorzugt mehr also 95% oder 97% 
aafweist; — r - • •. • 

b) ein Polynucleotid. das mit dem Polynucleotid mit der Sequenz gemaB SEQ 
ID NO: 1 Oder 3 unter stringent^n Bedingungen hybridisiert; 

c) ein Polynucleotid, das zu einem Polynucleotid, welches fOr das Polypeptid 
. mit der Sequenz gemaB SEQ ID NO:2 kodiert, eine Identitat von mehr als 

50%, 60%, 70% odei: 80%, bevorzugt mehr als 85% oder 90% und besonders 
bevorzugt mehr also 95% Oder 97% aufweist; 

d) ein Polynucleotid, das mit einem Polynucleotid, welches ftir das Polypeptid 
mit der Sequenz gemSB SEQ ID NO:2 kodiert. unter stringenten Bedingungen 
hybridisiert; 

e) . . ein Polynucleotid, das von dem Polynucleotid nach SEQ ID N0:1 au^rund 

der Degeneration des genetischen Codes abweicht; und 

f) ein Polynucleotid, das ein Fragment eines Polynucleotids nach a) bis e) 
darstellt und mindestens 6 Nucleotide oder 8 Nucleotide, bevorzugt mehr als 
10 Oder 20 NuWeotide, besonders bevorzugt mehr als 50 oder 100 Nucleotide 
und ganz besonders bevorzugt mehr als 200 oder mehr als 500 Nucleotide 
lang ist. 
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EinPolynucleotidimtderSequenzgemaBSEQIDNO:! oder 3 sowie die vorstehend 
genamten Polynucleotide a) bis f) werden nachfolgend als £/OS22-Polynucleotide 
bezeichnet. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Polypeptid, das" von einer NukleinsSure 
gemSB a) bis f)' kodiert wird und mindestens 8 Aminosauren laig ist. Dieses 
Polypeptid sowie das Polypeptid gemSB SEQ ID N0;2 wird nachfolgend als 
-E/OS22-Polypeptid bezeichnet. 

Gegenstand der Erfindung ist auBerdem ein Expressionssystem oder Vektor ent- 
. .haltend wenigstens eines der Polynucleotide gemaS a) bis f) und eine Expressions- 
kontrollsequenz. Das Expressionssystem ennQgUcht die Expression des erfindungs- 
gemaBen £fOS22-Polypeptids. 

Bevoizugt steht dabfei die Expression- von EtOS22 unter Kontrolle des 
Cytomegalovirus (CMV) Promotors. Ein BGH- (bovine growth honnone) 
PolyadenyUerungssignal widerum beendet die Transkription und sorgt fiir die 
Polyadenylierung der mKNA. • 

Besondefs bevorzugt als Expressions-KontroUsequenz sind z.B. der friihe oder spate 
Promotor des SV40- oder Adenovirus, das lac-System," das ttp System, das TAG - 
System, das TRC System, die Haupt-Operator- und Promotoiregionen des Phagen X, 
die KontroUregionen des fd-HflUproteins, der Promotor der' 3-Phospoglycerat Kinase, 
der Promotor dw Sauren Phosphatase und der Promotor des a-Mating Faktors der 
Hefe. 

Gegenstand der Erfindung ist auch erne Wirtszelle, die den oben' beschiiebenen 
Vektor oder das Expressionssystem enthSlt. 

Bevorzugte Beispiele fUr die Wirtszelle sind: E. coli. Pseudomonas. Bacillus, 
Streptomyces, Hefe-, CHO-, R1.1-, B-W-, L-M-, COS 1-. COS 7-, BSC1-, BSC40- 
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und BMT10.Zellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen und Saugerzellen in Zellkultur. 
Die Expression in einem eukaxyontischen System erfolgt besonders bevorz^gt im 
Baculovirus-System. besonders in einem. System, das das EinfUhren posttrans- 
lationaler Modifikationen gestattet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Pusionsproteine, die ein £rOS22.Polypeptid wie 

oben beschiieben umfassen. Das Fusionspn)tein . kami dabei einen weiteren 

PolypeptidanteU enthalten. der fiir eine zusatzUche Aktivitat des Fusionsproteins 

relevant ist [2,B P-Q^ctosidase, ^-Glucuronidase, Green Fluorescent Protein (GFP) 

autofluoreszierende Proteine. wie blue fluorescent protein (BFP). Glutathione-S- 

Transferase .(GST), Luciferase. Meerettich-Peroxidase (HRP), Chloramphenicol- 

Acetyltransferase (CAT)]. Zusatzlich oder altemativ kOmien Epitop-Tags Teil des 

Fusionsproteins sein [2.B. His-Tags.. FLAG-Tags. Influenza Hemagglutinin (HA> 

Tags. Myc-Tags.. VSV-G^Tags oder Iluoredoxin (Txx)-Tags]. Pusionsproteine 

kSmien auch Maltosebindingsprotein (MBP). S-Tags. Lex-DNA-Biiidingsdomanen. 

GAL4-DNA-Bindingsdomanea .Oder Herpes Simplex Virus (HSV) BP16.Proteiii 
enthalten. 

Gegenstand der Erfindmig ist auch ein Verfahren zur Herstellung eines £/OS22- 
Polypeptids Oder eines Fusionsproteins wie oben beschiieben in passenden 
prokaryontischen oder eukaxyontischen Expressionssystemen. Die Egression kann 
dabei pennanent oder transient in einer jeweils entsprechend^ Zelllinie bzw 
entsprechenden Wirtszellen wie oben beschrieben .erfolgea. Passende 
prokaryontische Expressionssysteme sind bekamite Wirts-Vektor-Systeme wie 
Bakterien (z.B. Streptomyces spp.. Bacillus subtilis. Salmonella typhimurium.. 
Serratta marcescens und besonders Escherichia coli). 

Gegenstand dieser Erfindung ist ebenfalls die Verwendung von £/OS22- 
Polynucleotiden zur Detektion von Polynucleotiden aus Parasiten der Gattung" 
Eimeria, bevorzugt Eimeria acervulina, Eimeria maxima, Eimeria brunetti, Eimeria 
necatrix, Eimeria praecox und besondera bevorzugt Eimeria tenella. Die Erfindung 
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bezieht sich dabei auf Polynucleotide, die mit Polynucleotiden der oben genaimten 
Parasiten hybridisieren kfinnen. Die Erfindung bezieht sich insbesondere auf die 
Verwendung dieser Polynucleotide als: 

5 a) i*roben in Northern- Oder Southem-Blot-Assays, 

b). Polynucleotide oder OHgonucleotide, die' auf Micro- oder Makroairays 
gebunden sind. 



15 



20 



25 



10 c) 



Primer fiir die' PGR oder analoge Verfahren die ftir die Diagnostik der oben 
genannten Parasiten eingesetzt werden, wobei die DNA der betreffenden 
Parasiten spezifisch mit Hilfe der Primer und der PCR-Technik identifiziert 
und amphfiziert wird. 

Gegenstand dieser Erfindung sind ebenfalls AntikSrper. die spezifisch mit einem 
Epitop eines jE/OS22-Polypeptids reagiereo. 

Gegenstand dieser Erfindung sind ebenfalls besonders monokloiiale Antikoiper, die 
spezifisch mit einem Epitop eines £/OS22-Polypeptids reagieren. 

Gegenstand dieser Erfindung ist ebenfalls die Verwendung der vprstehend genannten 
Antikorper als Parasitizide. Bevorzugt werden Antikorper zur Behandlung von 
Infektionen mit Eimeria und besonders bevorzugt zur Behandlung von Infektionen 
mit Eimeria tenella eingesetzt. Bevorzugt werden Infektionen von Gefliigel und. 
besonders bevorzugt Infektionen von Hiihnem mit den vorstehend genannten 
AntikSipem behandelt. 
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Diagnostik 



Ein weitere Gegenstand dieser . Erfindung ist die Verwendnng von £/OS22. 
Polynucleotiden oder den. o.g. AntikOipem gegen £/OS22.Polypeptide zur 
Diagnostik von £/mma-Infektionen und bevomigt Infektionen mit Eimeria tenella. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch ein Kit. enthaltend 5/OS22-Polynucleotide 
Oder Antikfiiper gegen £/OS22-Polypeptide sowie eine Anleitung zur DurchiUhrung 
des diagnostischen Verfahrens. .... 

Impfstoffe 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur HersteUung emer inununo- 
genea Zusannnensetzung zur Inmiuhisierung von Geflilgel und bevoizugt Hiihnem. 
bestehend aus mindestens einem der vorstehend genannten erfindungsgemaBen 
£/OS22-Polypeptide oder aus mindestens einem der vorstehend genannten 
AntikOiper. 

Gegenstand der Eifindung ist ebenfalls die Verwendung der vorstehend be- 
schrieben^ Expressionsvektoren enthaltend eines der vorstehend genannten 
^/OS22-Polynucleotide zur Herstellung einer immunogene Zusammensetzung zur 
Verabreichung in einem Wirt zur Aktivierung einer piotektiven Immunantwort in' 
diesem Wirt, die auf das £/OS22-homologe Protein von Eimeria oder auf das 
-E:/OS22-Protein von £i7nena feheWa gerichtet ist. 

Gegenstand dieser Erfindung ist auch die Verwendung der vorstehend genannten 
^/OS22-Polypeptide zur Herstellung von Impfstoffen gegen Kokzidiose. 

Gegenstand der Erfindung ist auch: 

1 • Ein inaktivierter Impfstoff enthaltend 
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a) 



mindestens eines der vorstehend genannten £rOS22.Polypeptide. 
welches 

i. a^demParasitenstadienisoUert wild, Oder 

ii. ^>»v/>osyiithetisclihergestelltwird,oder 

iii. mit Hilfe rekombinanter DNA^Technologie hergestellt wird; 
Oder • . ' 

. b) ein FusionsproteiB wie oben genannt umfassend eines der vorstehend 
genannten £rtDS22-Polypeptide, 

■ - ■ wobei das Polypeptid oder Fusionsprotein durch Amidierung. CarboxyUerung' 
Oder PhosphoiyUerung in vivo oder in vitro verandert worden sein kann. 

2. Ein.Vektor-hnpfstoffenthaltend: 

:a) einen selbstreplizierenderi Vektor (z.B. Bakterien, Pilze. Viren) der 
eines der vorstehend beschiiebenen £/OS22.Polynucleotide en&ait 
: welcher bevorzugt zur Langzeitsynthese eines £/OS22-Polypeptids' 
. • und zur Antigen-PrMsentation fiihrt, wodurch das Lnmunsystem 
stimuliert wird; oder 

b) ei^PlasInid. welches ein ErOS22-Polyniicleotidenthait; Oder 

c) einreines£/OS22-Polynucleotid(nackteDNA). 

3. Einpassiverlmpfstoffenthaltend: 

a) - Antikoipem. die gegen inununogene Epitope £/OS22-Polypeptids 

gerichtet sind; oder 

b) anti-idiotypische AntikSxper. d.h. AntikSrpem. die sich gegen den 
• Idiotyp der Antikfirper richten, die an ein £/OS22-Polypeptid binden. 

Screening-Vetfahren 

^gcnsteid di«=r Erfcdung is. *=nfaU. efa Verf.te=n zum Id«.«fizie™ von • 
W^toffen, wie .B. Ueinen organisohen MoleMen, Peptidea Oder Mfflc6„en> 

4. d.e Fu^on des £«)S22.Polypeptids gcmSB SEQ ID NO:2 J 
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dadurch die Excystierung. der Sporozoiten aus den Sporocysten von Eimeria 
moduUeren. Der Grad der Modulation betrSgt wenigstens 10%. bevoizagt wenigstens 
200/0, besonders bevorzugt wenigstens 30o/o imd ganz besonders bevoizugt 
wenigstens 50%:. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein yerf?hf en zmn AufSnden von Wirkstoffen 
die die Aktivitat des £:rOS22-Proteins bei der Excystierung von Sporozoiten aul 
Sporocysten modulieren bei dem man: 

a) ^ • denzutestendenWirkstoffnnteinem-^S22-PolypeptidnachAnspruchiin 

Kontakt bringt, wobei die gewahlten Bedingungen eine spezifische Bindung 
der Testsubstanz an das £/OS22-Polypeptid gestatten; und 

b) eine erfolgte spezifische Bindung an das Polypq>tid detektiert; 

wobei ein Wirkstoff. der an das Polypeptid bindet, als potentiell^ Wirkstoff zur 
Therapie der Kokzidiose identifizidrt wild. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zum Auffinden von Wirkstoffen, 
die die Aktivitat des £/OS22-Proteins bei der Excystierung von Sporozoiten au^ 
Sporocysten modulieren bei dem man: 

a) den zu testenden Wirkstoff mit einem £/OS22-Polypeptid nach Anspruch 2 in 
Kontakt bringt, wobei die gewShlten Bedingungen eine spezifische Bindung 
der Testsubstanz an das £/OS22-Polypeptid gestatten; und 

b) eine Modulation der Aktivitat des Polypeptids nach Anspruch 2 oder des 
£/OS22-Proteihs nachweist; 

wobei ein Wirkstoff. der die Aktivitat moduliert, als potentieller Wirkstoff . zur 
Therapie der Kokzidiose identifiziert wird; 

Gegenstand der Erfindung ist auch Verfahren zum Auffinden von Wirkstoffen zur 
Therapie der Kokzidiose, bei dem das £?OS22-Protein in seiner rekombinanten Form 
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zum Scrcenen von Banken che™«her Verbmdungen ba.i«e«i auf Affiniats-' 
seldchon .md Massenspektomete emgeseb wW. Zur AufBndung voa MuT,ifc«n 
ftr das Targe4,rotem mit unbekamte, aber ftr das Ob„l*« des Spoiozcit« 
eaaentialler Funktioa. k(ten«, Screcningv^ftto™ emgeaeU werd«. die Substanz- 
bank«. ixn HinbUck auf Affinia. Protein .este..'Bi.e Scre^ung-MSgUchkei, ist 
die AfBmtasMlektion aua Subatanzgemischen m anscUieBender Detektion der 
Lig^iden im Maaaenspektometer. Dazu .mteen definierte Substanzgemiache 
venvende. werdeo. aua denen mi, Hilfe der Maaaendetekdon einzetae Subston^en 
•d^afiziort werdea k<taen. Deahalb «genen..ai=h-fto-^eae . Screcningmeaode 
mabeaondere Suba«3>zgenuache. die aua kombinatoriachen Synlheaen hergesteUt 
- wordensind. 

Subatazen, die in der AfBni«aaeIektion anfMea, werden weitaen Prttftogen wid 
dem Eimena tenella in vitro-Teat (mterworfen. 

CJegenatad der Mndung aind ebenfilla. neae Wrkatoffe; die mi, Hilfe der vor- 
^end beaehriebenen VerMnen identifizier, werfen »d geeigne, aind, die 
B.cxaaam.g der Sporozoiten aua den Spomeya.en von Eimeria zu moduUeren. Die 
n^aen WiAatoffe moduUeren die ExcyaUenmg ™ weoigatena 10%. bevorzug, nn, 
wenigatena 20%. beaondera bevorzug, um weoigatena 30% und ganz beaonders 
bevor2aigt.mn w^nigstens 50%. 

Gegenatand der Mndnng aind ebenlalla.n^e Wirkateffe.' die die Bxcysfiemng der 
Sporozoiten aua den Sporoeyaten von Ein^ria moduBeren. Die neuen Wirka,offe 
moduHeren die Bxcyatierung um wenigatena 10%. bevorzug, um wenigatena 20% 
beaondera bevorzug, urn wenigatena 30% und ganz beaondera bevorzug. uni 
wenigstens 50%. 

Gegenatad der Erfindung ia, ebenfella die Venvendung von neuen Wirkah,ffen die 
na, emem der vora,ehend beaehriebenen Verfah™ identifizi«. wurden. zur Her- 
=teUung einea Medikamentea zur prophylakdach«> Oder fl.erape«iaohen- Behandlung 
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von Gefiagel imd bevoizugt Hillmem, die von Eimeria befallen werden kOnnen oder 
befallen- wurden. Die erfindungsgemaBen Medikamente enthalten mindestens einen 
der mit einem der vorstebendbeschriebenen Verfahren identifizierten Wirkstoffe tmd 
kOnnen nasal, dennal; parenteral oder enteral verabreicht werden. 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls die Verwendung von neuen Wirkstoffen, die 
die Excystierung der Sporozoiten aus den Sporocysten von Eimeria tm wenigstens 
10%, T)evorzugt urn wenigstens 20%, besonders bevorzugt um wenigstfens 30% und 
ganz besondera bevorzugt um wenigstens 50% moduMerenrsar -^ierstellung eines 
Medikamentes zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung ' von 
Kokzidiose: Bevorzugt werden die Wirkstoffe verwendet zur Herstellung eines 
Medikamentes zur Behandlung von Gefliigel und besonders bevoizu^ Hiflmem, die 
von Eimeria befaUen werden kSnnen oder befaUen wurden. Die erfindungsgemaBen 
Medikamente enthalten mindestens eine.der mit einem der vorstehend b?schriebenen. 
Veifehren identifizierten Wirkstoffen und kOnnen nasal, dermal, parenteral oder 
enteral yerabreicht werden. 



Pharntazeutische Zusammensetzungeh 

Die Anwendung kann sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch erfolg^ 



en. 



Die Anwendung der Wirkstoffe erfolgt direkt oder in Form von.geeigneten Zuberei- 
tungen enteral, parenteral, dermal, nasal. 

Die enterale Anwendung der Wirkstoffe geschieht z.B. oral in Form von.Pulver, 
Zapfchen, Tabldtten. Kapsehi, Fasten, Tranken, Gianulaten, Drenchen, BoH, medi- 
kiertem Futter oder Trinkwasser. Die dermale Anwendung geschieht z.B. in Form 
des Tauchens CDippen), Sprfihens (Sprayen), Badens, Waschens, AufgieBens (pour- 
on and spot-on) und desBinpudems. Die parenterale Anwendung geschieht z.B. in 
Form der Injektion (intramuscular, subcutan, intravenSs, intraperitoneal) oder durch 
Implantate. 
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Geexgnete Zubereitungen sind: LSsungen wie InjektionslSsungen, orale LSsungen, 
Konzentrate zur- oralen Verabreichung nach Verdtinnung, Lasungen zum Gebrauch 
auf der Haut Oder in K6zperh6hlen, AufguBfonnuUenrngen. Gele; Emulsionen und 
Suspension zur oralen oder dennalen Anwendung sowie zur Injektion; Halbfeste 
Zubereitungen; Fonnulierungen. bei denen der Wirkstoff in einer Salbengrundlage 
Oder xn einer Ol in Wasser oder Wasser in Ol Emulsionsgrundlage verarbeitet ist- 
Feste Zubereitungea wie Pulver, Premixe oder Konzentrate, Granulate. Pellets, Ta- 
bletten, BoU. Kapseln; Aerosole und Inhalate, wirkstofQialtigeiJonnlc&peP. . 

InjektionslSsungen werden intravenos, intramuskulSr und subcutan verabreicht. 
Injektionslesungen werden hergestellt, indem der Wirkstoff in einem geeigneten L6- 
sungsmittel gelost wird und eventueU Zusatze wie Losungsvermittler. Sauren, Basen, 
Puffersalze. Antioxidantien, Kons^rvierungsmittel zugefiigt werden. Die LSsungen 
warden steril filtriert und abgefiillt. 

Als L6sungsnuttd seien genannt: Physiologisch vertrSgliche Losungsmittel wie 
Wasser, Alkohble wie Ethanol. Butanol. Benzylalkohol, Glycerin, KoMenwasser- ' 
stoffe. Piopylenglykol, Polyethylenglykole, N-MethylpyrroUdon, sowie Gemische 
. derselben. 

Die Wirkstoffe lassen sich gegebenenfaUs . auch in physiologisch vertragUchen 
pflanzUchen oder synthetischen Olen. die zur Injektion geeignet sind. losen. Als 
Losungsvennittler seien genannt: L6sungsmittel, die die L6sung des Wirkstoffs im 
Hauptlosungsmittel fbrdem oder sein Ausfallen veihindem. Beispiele sind Polyvinyl- 
pyrroUdon. polyoxyethyUertes Rhi2inus51.polyoxyethylierte Sorbitanester. 

Konservierungsmittel sind: Benzylalkohol. Trichlorbutanol, p-HydroxybenzoesSure- 
ester, n-Butanol. 



LeA36 695 



19 



Orale Ldsungen werden direkt angewendet. Konzentrate werden nach vorheriger 
Verdiinnung auf die Anwendungskonzentration oral angewendet. Orale LSsungen 
und Konzentrate werden, wie oben bei den Injektionsl6sungen beschiieben, herge^ 
stent, wobei auf steriles Arbeiten verzichtet werden kam. 

LSsimgen zum Gebrauch auf der Haut werden aufgetrSufelt, aufgestrichen, eingerie- 
ben, aufgespritzt, aufgesprOht oder durch Tauchen (Dippen), Baden oder Waschen 
aufgebracht. Diese LOsungen werden, wie oben bei den InjektionslSsungen beschrie- 
bCTL, hergestellt. . 

Es kann vorteilhaft sein, bei der Herstellung Verdickungsmittel zuzufttgen. Ver- 
dickungsmittel sind: Anorganische Verdickuiigsmittel wie Bentonite, kolloidale Kie- 
selsaure, Aluminiummonostearat, organische Verdickungsmittel wie Cellulosederi- 
vate, Polyvinylalkohole und deren Copolymere, Aciylate und Methacrylate. 

Gele w^en auf die Haut aufgetragen oder aufgestrichen oder in K6iperh6hlen ein- 
gebracht. Gele werden hergestellt, indem Ldsungen, die wie bei den InjektionslOsun- 
gen beschrieben hergestellt worden sind, mit soviel Verdicicungsmittel versetzt wer- 
den, daB eine Mare Masse mit salbenartiger Konsistenz entsteht. Als Verdickungs- 
mittel werden die weiter oben angegebenen Verdickungsmittel eingesetzt. 

AufgieBformulierungen werden auf begrenzte Bereiche der Haut aufgegossen oder • 
aufgespritzt, wobei der Wirkstoff entweder die Haut durchdringt und systemisch 
wirkt Oder sich auf der KSiperoberflache verteilt. 

AufgieBformuherungen werden hergestellt, indem der Wirkstoff in gfeei^eten haut- 
vertragUchen LSsungsmittehi oder Lasungsmittelgemischen gelSst, suspendiert oder 
emulgiert wird. Gegebenenfalls werden weitere Hilfsstoffe wie Farbstoffe, resorp- 
tionsfiirdemde Stoffe, Antioxidantien, Lichtschutzmittel, Haflmittel zugefUgt. 



Le A 36 695 



20- . 



AJs Lfisungsmittel seien genarmt: ■ Wasser, Alkanole, Glycole. Polyethylenglycole 
Polypropylehglycole, Glycerin, aromatische Alkohole wie fienzylalkohol -Phenyll 
ethanol. Phenoxyethanol, Ester wie Essigester, Butybc,tat. Benzylbenzoat, Ether wie 
Alkylenglykolalkylether wie Dipropyleaglykolmonomethylether. Diethylenglykd- 
mono-butylether. Ketone wie Aceton. Methylethylketon. aromatische und/oder aU- 
Phatische Kohlenwasserstoffe, pflanzUche oder synthetische Ole. DMF, Dimelhyl- 
acetamid, N-Methylpyirohdon. 2-Dimethyl-4-oxy.methylen-1.3-dioxola^^ 

Faxbstoffe sind alle zur Anwendung am. Tier zugelassenen Farbstoffe. 4i.. gaiastode. 
. suspendiertseinkenneaL 

Resorptionsfdrdemde Stoffe sind z.B. DMSO. spreitende Ole wie Isopropyhayiistat, 
• Dipropylenglykolpelargonat, Silikonfile, Fettsaureester. Triglyceride, Fettalkohole. 

Antioxidantien sind Sulfite oder Metabisulfite wie Kaliummetabisulfit, Aicorbin^ 
saure.Butylhydroxytolubl.Butylhydroxyanisol,TocopheroL O 

Lichtschutzmittel sind z.B. Stoffe aus der Klasse der Benzophenone oder Novantisol- 
sSure. 

IWtouttel smd Z.B. CeUulosed«ivate. Sarkederivate, Polya<=rylat.. natDrliche Poly- 
mere wie Alginate, Gelatine. 

Emulsioaen ktaea oral, dennal oder ala Injektionen. angew^^c w«d«. 
Emulsionen sind entweder vom Typ Wasaer in Ol oder von Typ 6l m Wasaer Sie 
w«d«, h«ge«=nt, fadem man d«,. Wirkstoff entw=d« in der hydrophoben oder in 
der hydropMen Phaae 18st nnd diese ^te Zuhilfenatoe geeigneter E»nlgatoren 
und geg*en«.ails weiW Hilfestoffe wie FaA^ffe, re^orptionsfBrdemde Stoffe 
Konservierungastoffe. Antioxid^Sen. Lichtechu.znn«el, viakoaiatserhShendJ ■ 
Stoffe. nntdemL6sungsmittel der anderen Phase homogenisiert. . 
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. Als hydrophobe Phase.(01e) seien genamt: ParaffinSle. Silikonole, nattirUche Pflan- 
zenSle wie SesamQl. MandelSl, RizinusOl, synthetische Triglyceride wie Capryl/- 
-Caprinsaure-biglycerid, Triglyceridgemisch mit Pflanzenfettsauren der Ketteniange 
C8-12 Oder anderen speziell ausgewShlten natilrUchen Fettsaiaren, Partialglycerid- 
gemische gesattigter oder ungesattigter. eventuell auch hydroxylgruppenhaltiger Fettl 
sauren. Mono- und Diglyceride der Cg/CiQ-Fettsauren; Fettsaureester wie 
Ethylstearat. Di-n-butyryl-adipat. Laurinsaurehexylester. . Dipropylen-glykol- 
pelaigonat. Ester einer verzweigten Fettsaure mittlerer KettenlSnge mit gesattigten 
-Fettalkoholen der . KettenlSnge Crg-Cig. Isopropyhnyristat. Isopropylp^aV 
Capryl/Caprinsaureester von gesattigten Fettalkoholen der Kettenlange C12-C18. 
Isopropylstearat, Olsaureoleylester. Olsauredecylester, Ethyloleat, MUchsaureethyl- 
ester. wachsartige Fettsaureester wie Dibutylphthalat. Adipinsaurediisopropylester, 
letzterem verwandte Estergemische u.a. Fettalkohole wie Isotridecylalkohol. 2-Octyi- 
dodecanol. Cetylsteaiyl-alkohol, Oleylalkohol; Fettsauren wie z.B. OMure und ihre 
Gemische. 

Als hydrophile Phase seien genannt: Wasser, Allfohole wie 2.B. Propylenglycol, 
Glycerin, Sorbitol und ihre Gemische. 

Als Emulgatoren seien genannt: nichtionogene Tenside, . z.B. polyoxyethyhertes 
Rizinusei. polyoxyethyUertes Sorbitan-monooleat. Sorbitanmonostearat, Glycerin-. 
monostearat. Polyoxyethylstearat, Alkylphenylpolyglykolether; ampholytische 
Tenside wie Di-Na-N-lauiyl-B-iminodipropionat oder Lecithin; anionaktive Tenside. 
wie Na-Laurylsulfat, Fettalkoholethersulfate. Mono/Dialkylpolyglykoletherortho- 
phosphorsaureester-monoethanolaminsalz; kationaktive Tenside wie Cetyltrimethyl- 
ammoniimichloiid. 

Als weitere Hilfsstofife- seien genannt: ViskositatserhShende und die Emulsion 
stabiUsierende Stoffe. wie CarboxymethylceUulose. Methylcellulose und andere 
Cellulose- und Starke-Derivate, Polyacrylate. Alginate. Gelatine, Gummi-arabicum. 
Polyvinylpyrrohdon. Polyvinylalkohol, Copolymere aus Methylvinylether mid 
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Maleinsaureanhydrid, Polyethylenglykole, Wachse. ,koUoidale KieseMure oder 
Gemische der aufgeftihrten Stoffe. 

Suspensionen kSxmen oral, dennal oder als Injektion atgewendet werden! Sie warden 
hergestellt. indem man den Wirkstoff in einer TrSgerflussigkeit gegebenenfalls unter • 
Zusatz weiterer Hilfsstoffe Wie. Netzmittel. FarbstofFe. resorptionsfiirdemde Stoffe 
Konservierungsstofife, Antioxidantien. Lichtschutzmittel suspendiert. 

-Ms -Tragerfliissigkeiten seien aUe homogenen Losungsmittel und Losungsmittelg^ . 
.mische genannt. 



Als Netzmittel (Dispergiennittel) seien die welter oben angegebenen Tenside ge-. 
naimt 



Als weitere HilfestofFe seien die weiter oben angegebenen genannt 

Halbfeste. Zubereitungen kOnnen oral oder dermal verabreicht werden. Sie imter- 
scheiden sich.von den oben beschriebenen Suspensionen und Emulsionen nur durch 
ihre liOhere Viskositat. 

Zur Herstellnng fester Zubereitungen wird der Wirkstoff mit geeigneten TrSgerstof- 
fen gegebenenfalls unter Zusatz von Hilfsstoffen vermischt .und in die gewtoschte 
Form gebracht. 

Als Tragerstoffe seien genamit alle physiologisch vertrSgUchen festen Inertstoffe. Als 
solche dienen anorganische und organische Stoffe. Anorganische Stoffe sind zB 
Kochsalz. Carbonate wie Calciumcarbonat. Hydrogencarbonate. Aluminiumoxide 
Kieselsauren,Toneiden,gefaUtes Oder kolloidalesSiHciumdioxid. Phosphate. ' . 

Organische Stoffe sind z.B. Zucker, Zellulose, Nahrungs- und Futtemnttel wie 
MUchpulver, Tiemiehle, Getreidemehle und -schrote, StSrken. 
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Hilfestoffe sind Konservierungsstoffe. Antioxidantien, Farbstoffe, die bereits weitei: 
oben aufgefiihrt worden sind. 

Weitere geeignete Hilfsstoffe sind Schmier- und Gleitmittel wie 2.B. Magnesium- 
stearat, Stearinsaure. Talkum, Bentoiiite, zerfallsfSrdemde Substanzen wie StMrke 
Oder quervemetztes PolyvinylpyrroUdon, Bindemittel wie 2.B. StSrke, Gelatine oder 
lineares PolyyinylpyiroUdon sowie Trockenbindemittel wie mikrokristalline Cellu- 
-tese. • ■ ' . 

Homologe Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Polynucleotide und Polypeptide aus verwandten 
Organismen, die zu einer £rOS22-Nu]deinsaure tjzw. eineS *£/0S22-Polypeptid 
homolog sind und leicht mit Hilfe im Stand der Technik verfxigbaren Mefhodea 
isoliert werden kSnnen. 

Zu diesen Methoden zShlen: PGR mit degenerierten Primem, das Screening von 
GenbibUothekeri mit EtOS22 als Sonde bei niedriger Stringenz und das. Screenen von 
BxpressionsbibUotheken mit dem monoklonalen Antikfirper E2E5 (Sambropk and 
Russell, 2001). 

Gegenstand der Erfindung sind auch die " oben beschriebenen Diagnostika, 
diagnostische Verfahren, Impfstoffe, Screening-Verfehren und Therapeutika, die in 
analoger Weise und fiir den Fachmann offensichtUch auf den homologen 
Polynucieotiden Oder Polypeptiden beruhen. 
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PeJinUtonen 



Zum besseren Vestandiiis soil die Bedeutung bestimmter Wfirter imd Begriffe, die in 
der Beschreibung, den Beispielen und angefUgten Ansprfichen verwendet werden. im 
Folgenden naher erlSutert werden. 

Unter Polynucleotid oder Polynucleotiden soli verstanden werden doppel- sowie 
einzelstrangigp DNA und doppel- sowie einzelstrSngige RNA. cDNA, die sowohl als 
kodi^ender-als auch ak komplementai^r Strang vorliegen konnen, OHgonucleotide, 
"small interfering RNA (siRNA)", NukleinsSureanaloga wie 2.B. "peptide nucleic 
acids (PNAs)", locked nucleic adds (LNAs)", "antisense" OUgonucleotide. die 2.B. 
synthetisiert werden komien durch kovalente Verbindung des 5'-Endes- eines 
Nukleotids mit dem 3'-Ende eines anderen Nukleotids. durch Nicht-Phospho- 
diester-Bindungen wie z.B, Alkylphosphonate, Phosphorothioate; Phosphoro- 
dithioate. Alkylphosphonothioate. Alkylphosphonate. Phosphorainidate; Phosphat- 
ester. Carbamate, Acetanndate. Carboxymethylester, Carbonate und Phosphattiiester. 

Die BegrifiFe "Homologie". "Identitat" oder "AhnUchkeit" beziehen sich auf Sequenz- 
ahnUchkeiten zwischen zwei Pepti^en oder zwischen zwei NukleinsSuremoIekulen 
bzw. Polynucleotiden. Homologie kann bestiimnt werden, indem man jeweils eine 
Position in jeder Sequenz miteinander vergleicht. 1st eine Position in der ver- 
gKchenen Sequenz von derselben Base oder Aminosaure besetzt, sind die beiden 
Molekule an dieser Position homolog. Das MaB fiir Homologie zwischen Sequenzen 
ist eine Funktion der Anzahl der tibereinstimmenden oder homologdn Positionen, die 
die Sequenzen miteinander teilen. Bine "nicht homologe" Sequenz weist eine 
Identitat von weniger als 40% auf. voizugsweise aUerdings weniger als 25% ' 
Identitat. Bine Homologie oder Identitat kann u.a.-mit Hilfe von Computerprogram- 
men wie dem GCG-Programm [Devereux et al. (1983), Nucleic Acids Res. 12. 
387-395] festgesteUt werden. 



LeA36 695 



-25- 

Eine "Homologie" besteht auch, wenn eia Polynucleotid:Abschnitt mit eines anderen 
Polynucleotids hybridisieren kann. 

Der Begriff "hybridisieren" oder "HybridiMerung- besobreib, d« V»rgang, bei dem 
em einzelsMngiges Polynucleottd mi. einem kompIemen*en DMA-Sta„g eine 
Bas^pa^g eingeH^ wobei die FUugkei, eines einzel^gen Polynucleotids 
von der Stringmz der Hybridisienmgsbedingnngen abhangl. 

Der B«8ri«^genzv bezieht sich auf, die Hybridisierungsbedingm>gen. 'Bohe 
Stagenz".ist dann gegeben, wem eine Sasenpaarung erschw« wd. "Niedrige 
Strmgenz" istdami gegeben, wenn eine Base-Vaaxungerleichlertwird. 

Sttngente Hybridisieruagsbedingungen sind dem Factoam. go. bekann. nnd wenien 
z3. beschrieben in Sambrook « a,.. Moocui^ Cu»™g: A I^hatorv 
Manual, 2d ed., 1989, S. 9.50-9.51. 

Werweise soUte fflr s«hg«te Hybridisiemngsbedingungen die Kombinaiion 
am.Temperatomid SabtonzentaSon so gewW, werden. dass sie ungefihr 12.20»C 
unter derberechneten Sohmelztemperate T„ des Hybrids lieg.. Es iat dem Pachmam, ' 
bekannt dass die T„ einer doppelsMngigen DNA urn 1-1.5-C pro 1% Abnahme der 
IdentiUU abnimm. [Bonner e, al. J. Mol. Bio,. 81. 123 (1973)]. Die T„ eines Hybrids 
ans emem Polynucleotid mit der Sequenz goam SBQ ID N0:1 oder 3 nnd einem 
Po^ucleotid, das wenigstens 50%, bevorzugt 60%, 70% 80%, 85«/., 90%, 95% Oder 
97 /. rdentisch mit einem Polynncleotid mit der Sequenz gemM SEQ ID NO- 1 oder 3 
ut, kann Z.B. durch die GWchnng von of Bolton nnd McCarthy berechnet weMen 
iProc. Natl. Acad Set U.S^.. 48, 1390 (1962)]: 

Tm = 8L5°C - 16.6(logio[Na^) + 0.41(%G + C) - 
0.63(% Fonnamid) 1 600/0. worin / = Lgnge des 
Hybrids in Basenpaaren. 
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Stringente Waschbedingungen bei der Hybridisierung sind z.B. 4 X SSC bei 65-0 
.Oder- 50% Fonnanrid, 4 X SSC bei 42°C oder 0.5 X SSC, 0.1% SDS bei 65«C. Hoch- 
stringente Waschbedingungen sind z.B. 0,2 X SSC bei SS^C. 

Der Begriff "Plasmid" bezieht sich auf ein extrachromosomales genetisches Element 
Die fiir die-vorUegende.Erfindung verwendeten Ursprungsplasmide sind entweder 
kommerdell erhaitiich, frei zugSngUcli oder kSnnen von solchen Plasmiden nach be- 
kannten Verfahren abgeleitet werden. 

Der Begriff "Vektor" begchreibt ein Polynucleotid, das zmn Einbringen exogener 
Polynucleotide in WirtszeUen verwendet wird. Ein Vektor enUialt eine Nucleotid- 
sequenz, die fiir ein oder mehrere Polypeptide kodiert. Vektoren. die in der Lage 
sind, die depression der Gene zu steuem, die sie enthalten, werden als "Ex- 
pressionsvektoren". bezeichnet. 

Per Begriff "moduUeren" bezieht sich sowohl auf eine Stimulation als auch auf eine 
Suppression oder Inhibition eines biochemischen Vorgangs. Im Rahmen der vorUe- 
genden Erfindung bedeutet "moduUeren" oder "Modulation", inhibieren oder eine 
Inhibition Oder Suppression der Aktivitat . des ^/OS22-Polypeptids, die Sir die 
Excystierung der Sporozoiten aus den Sporocysten wichtig ist. 
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• Beispiele 

Bakteriensmmme und Vektoren 
BakterienstSmme 

E. coli TOPIO chemisch-kompetent (Invitrogen, Groningen, NL) 

^rncrA A(mrr-fedRM&^erBC) OSG/acZAMlS A/acX74 recAl deoK ^aDU9 
A{ara-leu)1691 galU galK rpsL (Str^) endAl nupG 

CO// TGI elektro-kompeteat CStratagene, Heidelberg) 
supB tbi-1 Adac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (r^'ru^ [F' traD36 proAB 

Vektoren 

pGSSAET (Jacobsson und Fiykberg. 1998; Zhang et al., 1999) 
pCR2.1.TOPp (Invitrogen, Groningen, NL) 
PCDNA3.1 / V5.His-TOPO (InVitrogen. Groningen. NL) 

Beispiel 1 

Isolation von genomischer DMA ausEimeriateneUa 

Die DNA-Isolation erfolgte nach einer modifizierten Methode von Blin und Stafford 
(1976). 1 X io« sporuHerte Oocysten wurden bei 3.000 ipm fiir lOmin sedimentiert 
(Heraeus MULTIFUGE 3 ^h) und ein dem Sediment entsprechendes Volumen 
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Glasperlen (0 0,45-0.5 irnn) hinzugegeben. Durch ScMtteln nut dam Vortex bei 
maximaler Geschwindigkeit fiir 2min wurden Oocysten- und Spoxocystenschalen 
alufgebrochen imd mikroskopisch kontroUiert. Es folgte die Hinzugabe von 5 ml 
Extraktionspuffer (10 mM Tris-HCl pH8,0; 0,1 M EDTA pH8,0; 0.5 % SDS; 
20 ng/ml RNaseA). eingestellt auf eine Proteinase K Konzentration von 100 ng/ml! 
und die Inkubation bei 56«'C fiber Nacht. Die DNA wurde zweimal mit Roti-Phenol 
(Roth, KarlsruheyChloroform und einmal mit Chlorofoim extrahiert, mit 2 Vol. 
absolutem Ethanol und 0.1 Vol. 3 M Natriumacetat geMlt und durch Zentrifugation 
bei 13.000 ipm im Bectenfl,»^J&l3.,i..Rotor sedimentiert. Das Sediment wurde zwei- 
mal mit 70%igen Ethanol gewaschen. luflgetrockriet, in destiUiertem H2O (dHzO) re- 
suspendiert und die DNA-Konzentration in einem P/oigen TBE-Agarosegel durch 
den Vergleich mit 1 EcdKUHindm verdaute ^L-DNA (MBI Ferinentas, St. Leon- 
Rot) abgeschatzt. 

Beispiel 2 

Isolation von Gesamt-MNA aus Eimeria teneUa und Kakenblinddarm 

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolgte aus 3 x 10^ Oocysten bzw. 0.3 g Kflken- 
blinddaim.unter Verwendung des .Invisorb RNA Kit W (Invitek. Berlin-Buch). 
Samtliche Arbeitsschritte wurden mit RNase-freiem Material und 
DEPC(Diethylpyrocarbonat)-behandelten Losungen durchgefiihrt. Die Oocysten 
wurden in. 500 jil Lysis-Losung durch Schiittehi mit dem Vortex mit Glasperlen 
aufgeschlossen, wahrend .das Daimgewebe in 2 ml Lysis-Losung mittels Ultratuirax 
zerkleinert wurde. Der jeweiHge t)berstand wurde fur die RNA-Isolation verwendet 
und alle weiterdi Arbeitsschritte richteten sich nach ded Angaben des Hei^tellers. 
Die in DEPC-H2O geieste Gesamt-RNA wurde anschUefiend photometrisch 
bestiinint. 
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Beispiel 3 

Praparation von Plasmid-DNA 

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte aus stationSren 3 ml bzw. 50 ml Kulturen 
von E. coli TGI- oder E. coli TOPIO. Mit einer.Einzelkolonie wurde LB-Medium 
unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums angeimpft und iiber Nacht bei ZTC 
imd 280 rpm schuttelnd inkubiert. Zur Plasmid-Isolation wuiden das .NucleoSpin 
Plasmid Kit' (Macherey-Nagel, Dtlren) bzw. das .Plasmid Midi Kit' (Qiagen, 
Hilden) verwendet. Die Plaamid^3^lA-wiu:de gemaB- den Angaben des jeweiUgen. 
HersteUers aufgereinigt. • 

Beispiel 4 

Bestimmung der NukleinsSurekonzentration 

Die Bestimmung der Nukleinsaurekonzfentration erfolgte photometrisch im Spektro- 
photometer DU 640 (Beckmann. Mtinchen). Die Konzentration und Reinheit wurde 
nach Sambrook et al (1989) berechnet. Restriktionsfragmente. die als Sonden fiir 
-Southern- und Norfhera-Blot verwendet werden sollten, warden in einem l%igen 
TBE-Agarosegel durch den Vergleich mit 1 ng EcdKUHindm verdaute X-DNA 
(MBI Fermaatas, St. I^n-Rot) abgeschatzt. 

Beispiel 5 

Restriktion und elektrophoretische Auftr^nnung von DNA 

Die Restriktion von DNA durch RestriktionsendonuMeasen wurde gemSB den Her- 
stellerangaben und im empfohlenen Puffer fiir das jeweiUge Enzym duirchgefiihrt. In 
der Regel betrug die Inkubationszeit 3 h bei 37°C. 

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der 
Methode von Sambrook et a/. (1989) in einer horizontalen Flachbettkammer. Daflir 
wurden 0,6 - 2%ige Agarosegele verwendet, die mit TBE- oder TAE-Puffer und 
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unter Zugabe von • 0;5 ng/ml Ethidinmbronud gegossen wurden. Die durch 
Ethidimnbiomid angefirbten DNA-MolekUle wurdea anschlieBend auf dem 
TransiUuminator mit paraUel. aufgetremiten PNA-LSngenstandards vergUchen. FQr 
Fragmente < 1 kb wurde 1 ^g pUC-Mix Marker, fiir grtJBere Fiagmente i 
EcoRUHindlll verdaute ^DNA (beide MBI Fennentas. St. Leon-Rot) verwendet 

BeisDiel 6 

Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 



Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte entweder mittels 
Agaiase (Roche Molecular Biochemicals, Mamiheim) durch den Verdau von ,low 
melting point' -Agarose (Biozjon, Hess. Oldendorf). die als Fenstergel in gl^ch- 
prozentiges TAE-Agarosegel gegossen wurde. oder mittels des -.NucleoSpin Extract 
2 m 1 Kits' (Macherey-Nagel. Dtiren). In beiden FMUen wurde d^ gewiinschte Frag- 
ment unter langweUigem UV-Licht ausgeschnitten und gemfiB den Angaben der 
- Hersteller isoUert. Zur Konzentrationsbestimmung wurde 1/10 des Probenvolumens 
anschUeBend in einem KontroUgel aufgetrennt und im Vergleich zum DNA- 
LSngenstandard abgeschStzt, 

BeisDiel 7 

Chemische Transformation von CO// 

Die Transfomiation von chemisch-kompetenten E. coli TOPIO (Ihvitrogen, 
Groningen. NL) mit rekombinanten Plasmiden wurde nach Heratellerangaben durch- 
geftihrt. Nach dem Ausplattieren der transforanerten Zellen auf Selektionsagar und 
iiber Nacht Inkubation bei 37-C komxten Transfonnanten isoliert .und im 
Restriktionsverdau analysiert werden. 
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BeisDiel 8 

Xonstruktion einer genomischen Expressionsbank vonEimeria teneUa 
^ Fraffnentierung genomischer DNA und , bluTit- end' Reaktion 

25 genomische DNA von Eimeria tenella wurden in einem Volmnen von 4 ml 
mit der Sonotrode MS73 bei Woiger GerSteauslastung 10 x 30 s unter Ktlhlung im 
eiskalten Wasserbad fragmentiert. Diese Fragmente einer GrQBes zwischen 100 und 
800 bp wurden anscHUeBend vr^^^^-^^^i.^.o resuspendiert und in einem 
r,2o/„xgen Agarbsegel :nnt gleichprozentigem .,low melting point' -Agarose Fenster- 
ohne Ethidiumbromid aufgetrennt. Die durch Agarase-Verdau isoUerten Fragmente 
wurden aber ,S-400 HR Microspin Columns' (Amentoi Pharamacia Biotech,. 
Freiburg) nach HersteUerangaben aufgereinigt 

Ftir die ,blunt-end' Reaktion wurde folgender Reaktionsansatz eistellt: 75 ^1 aufge- 
reinigte DNA-Fragmente. 1 mM dNTP-Mix. 10 U AccuThenn DNA Polymerase 
(GeneCrafl, Mtinster) und 1 x AccuThenn Puffer auf 100^1 dH.O. Dieser 
Reaktionsansatz wurde ftir 30 min bei V^-C inkubi^ anschlieBend Phenol-Chloro- 
form extrahiert und die Fragmente in 100 ^ dH.o' resuspendiert. 2 m davon wurden 
zur Konzentrationsabschatzung in einem Probegel aufgetrennt. 

it) Dephosph orvherung von pGSSAET 

20 ng pGSSAET wurden mit 40 U SnaBl (Promega. Heidelberg) fOr 3 h bei 37«>C 
iiikubiert. AnschheBend wurden dem Restriktionsansatz 4U AlkaUsche Shrimp 
Phosphatase (USB. Bad Hpmburg) zugesetzt und- fiber Nacht bei 37<'C inkubiert 
Nach 10 min Hitzeinaktivierung bei 65«>C wurde der linearisierte und dephos- 
phoryUerte Vektor aus einem 0,8o/oigen .low melting point'-Agarose Fenstergel 
durch Agarase-Vesrdau isoliert. 
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c) Ligation von DNA 



D.. L.ga.on von 8 Mg geno»i.ch=n DNA-FAg„.»ten unci 5 ^g ^ 
dephosphcyUart^m pGSSAET erfolgt. mittels 300U T4 DNA Liga« HC (MBI 
Fennentas. St. Lcon-Rc.) h, Gasamtvotoen von 100^1 b« 16-C Or 48 h 
A^sohlieBend wurie die Ligase to lOnUn boi 65«C MtzeinakHviert und die 
rekombinanten Vela„™„lekalo u„.er Hinzugabe von 20 Glykogen pt^pitiert. 
Das Sedim». v™ie in 100 ^1 dH,0 «snap™dier,. wovon jeweila 1.5^1 pro 
Elektrotransfonnation eingesetzt wurden.- 

Elektrotransformatinn ypn E. nnli 

Die iElektrotransfonnation von jeweils 50 m1 E. coli TGl nait 1.5 ^1 Ligation^ansatz 
wurde m 0,1-cm Elektroporationskuvetten (BlO-RAD. Mtinchen) bei dner FeW: 
stMrke von 17 kV/cm im Gene Pulser (BIO-RAD. Mtinchen) bei 200 Q nnd 25 
naoh Herstellerangaben duxchgeftihrt. Die Anzahl der Transfonnanten wurde be- 
stamnt und die rekombinanten ZeUen bei -80«>C in Fonn von Glycerolstocks 
konserviert. 

.Es wurde eine reprSsentative genomische DNA-Bank des Parasiten im Phagennd- 
vektor PG8SAET konstnnert. IDiese unxfasst 4.7 x io« unabh^gige Klone ^95% 
rekombmant) mit einer mittleren InsertgrSBe von 450 bp. woraus sicH dne 7.3facbe 
Reprasentation des Genoms von^/mena rewe/to ergibt. 

Beispiel 9 

Phagen-Disnlav und Phn ^en-Pannh,^ 

a) Praparation und Aufreinipimg rekombinantPr Pv,.^.^.^^ 

20 ml AmpiciUin-haltiges LB-Medium (50 ,g/nxl) wurden mit 200 ^1 eines jeden 
Glycerolstock angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 280 ipm inkubiert. Mit- 1 ml 
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ieser Kultar warden <ta 100 nU Ampicimn-haiages LB-Medi™ angeimpft. bis zu 
«ncr 0D««, - 0.5 idc„bi«t »nd mit 500 ^1(1 . lo" p&) Helf«phage„ R408 
(Promega, Heidelberg) infizier.. Nach emeuter JnUb^ bei 37«C und 280 rpm 
ttber Nach, wurde. die Zellen fllr 10 min bei 5.000 sedirnenfiert. der tWand 
stenlliMer. »d die Phagemid. Viy^in 20 Konzentratorea (Sartori»a AG 
Gottmgen) gemM Herstellerangaben auflconzentriert. 

^) — .Coating' vo n DYNABP. AT>S . 

Mr das -Coating- von .0YNABBADS P«, Mo"^e"l^. '(Deutsche Dynal GmbH 
Hamburg) ™de durcb Ultrafiltrattcn (100 kDa MWCO) 50fach konzenWcrte^ 
^doma,Kul^rtb«^d des monoklonalen An.ik«.pers (mAk) E^, vexwendct 
^uafc « 2002). Pro mg DYNABEADS wurden 20 ,g anlkonzentdertes 
Gesam^,ro.ein bei einem Anteil von 5% mAkE* einges«anndflberNachtbei 
4 C rot, erend inkubiert. Duroh 3maUges Wasohen mit MS (8 g NaO; 0.2 g KO- 1 g 
Na^O. . 2 H.O; 0.15 g NaH^O. x H.O; 0.2 g KH^, «1 „ h,0. pH 7.4yJ.l% 
BSA ^ nioht-gebundene Proteine nnd tommglobuline ««femt nnd die 
DVNABEADS anschUeBend in derBindtmgareaklion eingesetzt. 

2! — Bindungsreaktion. Wa.^hgnh ritte md Elutinn 

to der Bindungsreaktion wurden 50 m (2 x 10') DWABBADS mil Oder ohne mAk 
^E. auf der OberflSche mit 20O Phagemidkonzentrat in einem Voluinen von 
400 ^ in PBS/0.1% BSA Uber Nacbt bei 4=C roderend inkubiert. Nach lOmaligem 
Waschen wurden schwach bindende Phagemid. nacb einer 15 minimgen rotierenden 
Inkubatron in 400 m Elutionspuff« (50 mM Natdumcitrat; 150 mM NaCl) pH 4 5 
verworfa, und die im Blntionspuffer pH 1.8 elnierten. Phagen mi. 40^^ 
Neu^isationspuffer (2 M Tris-Bci. pH 8.6) vers^z, und iUr die literbestimmung 
und Reinfektion verwendet. 
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• Jedes Eluat wurde zur Reinfektion von 10 ml E, coli TGI. die sich in der 
logarithmischen Wachstumsphase befanden, verwendet. Nach Inkubation bd 3TC 
und 40 ipm ftir 0,5 h wurden die Zellen sedimentiert. in 400 m Ampicillin-haltigem 
LB-Medium resuspendiert und zur Titerbestinnnung bzw. Amplifikation auf 
Ampcillin-haltigen LB-Agaxplattea ausgesSt Ftir eine weitere Runde Phagen- 
Panning wurden diese Flatten nach 18 h nnt Ampicillin-haltigem LB-Medium 
abgespoit und in einer 50 ml Kultur mit 100 ^ H^e^hag^..R408. infiziert. Nach 
mkubation beiT7«^C und 280 rpxh tiber Nacht wurden die Phagemide wie beschrieben 
aufkonzentriert und ftir neue Bindungsreaktionen eingesetzt 

^ Detektion E -tag-exprimierender Klone 

Zur IsoHerung E-tag-exprimierender Klone wurden im Anschltiss an mehrere Runden 
Phagen-Pamung ca. 100 .colony forming units' (cfu) auf Ampicillin-haltige Agar- 
platten ausgesSt und auf Nitrozellulosemembran (Schleicher und Schuell. Dassel) 
Hansferiert. Die der Membran anhaflenden Zellen werden tiber Nacht in 6 ml 
Lysxspufifer (100 mM Tris-HCl. pH7,8; 150mM NaCl; 5 mM MgCl^; l,5o/o BSA- 
1 ^g/ml DNasel; 40 ^g/ml Lysozym) lysiert. Zellreste durch Bfaches Waschen mii 
PBS/0,05 % Tween.20 entfemt und unspezifische Bindungs^ellen auf der Membran 
durch Ih Blocken mit 1 x RotiBlock-L6sung (Roth. Karlsnihe) abgesfittigt 
AnschlieBend wurde die Membran fiir 2h bei Raumtemperatur (?.2^0 mit dem 
Pnmarantikoxper Maus-anti-E-Tag (Amersham Pharmacia. Freiburg). 1:500 verdtinnt 
m 1 X RotiBlock, inkubiert. Nicht-gebundene Antik6rper wurden durch 3maUges 
Waschen fiir 0.5 h entfemt. Als Sekundarantikfirper wurde ein mit Alkalischer Phos- 
phatase (AP-) gekoppelter Ziege-anti-Maus IgG in einer 1:2.000 Verdiimiung einge- 
setzt. Nach. 3 emeuten Waschschritten wurde die Membran ftir 2min in 
Detektionspuffer (100 mM Tris-HCl. pH 9.5; 100 mM NaCl) equilibriert und 
gebundene SekundarantikQrper durch die Erzeugung von Chemilumineszenz mittels 
CDP-Star (Roche Molecular Biochemicals. Mam^heim). 1:100 verdtinnt in 
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DetektionspufiFer. nachgewiesen. Die Exposition eifolgte auf ECL Hyperfilm 
(Amersham Phannacia, Freibiirg) far 2 - 10 min b 

^ Phagen-Pamiiiig gegen mAk E2E5 - Amreichenrng spezifisch-bindender Klone 

Der monoklonale Antikorper (mAk) E2E5 wurde an die Oberflache von 
,DYNABEADS Pan Mouse IgG' gebunden und im Phagen-Panning eingesetzt. Als 
Negativkontrolle dienteri ,DYNABEADS Pan Mouse IgG' ohne weiteren 
Antikdiper. Nach 3 Runden Phagen-Panning kam es zu einer ,362fachen 
Anreicherung bindender Klone im Vergleich zur Negativkontrolle. Davon wurden E- 
tag-expiimierende Klone im Western Blot mit dem mAk E2E5 analysiert. Von den 62 
isoKeften, E-tag-exprimierenden Klonen wurden 6 (A14, A17, A45 - A47 und A62) 
im Western Blot vom mAk E2E5 erkannt. SamtUche detektierten Fusionsproteine 
zeigten das gleiche Laufverhalten in der SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht 
von ca. 14 kDa. Diese Fusionsproteine setzten sich aus 125 AS zusammen, wovoh 
sich 48 AS auf das einklonierte Insert ,A17' zurackfiihren lassen. ' 

BeispiellO . . 
Polymeras e Kettenreaktion (PCR) 

SamtUche PCis'- Vi'^den' in' emeii PTC-200 Gradientencycler oder PTC-150 
MiniCycler der Finna MJ Research (Biozym, Hess. Oldendorf) duichgefiihrt. 
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Synthetische OHgonuMeotide (Prmer) 

AUe PCR-Primer wurden von der Fiima MWG Biotech (Ebersbach) synthetisiert. 

Sequenz (5 '-3') 



Primer (RT-PCR) 



A17-22-UP 



A17-112-10 
A17-f-length-64-up 
A17-f-length-1176-lo 



EtACrm-u-p 



EtACim-lo 



TCCTCA'lCCllATCATCCTCATCCT 



GTGGGGATGATGGTCGGG 



CAGGACCCCAAAATAAAATC AAAGGCTATCACA 
TGACCGGTGGTGTGTACTTCGTAAC 



CTGTGAGAAGAACCGGGTGCTCTTC 
CGTGCGAAAATGCCGGACGAAGAG 



1 Primer (RACE-PCR) 


j Sequenz (5»-3') | 


A17-22-15) 7 


TCCTCATCCTTATCATCCTCATCCf ^ 


I A17-niax-90-up 


TGAGGACTATCCTAGCCACCCTAGTCGGTTTC 


j A17-max-150-up 


GAGCACCTGAGTATCCTTCTCAGCTTGCAGTT 


A17-112-10 


GTGGGGATGATGGTCGGG ~ ^ 


A17-max-533-lo " "■""j 


[ TATGTTCATGATGATGATGGTGAGGATGATGG 


A17-inax-631-lo j 


AGGATGCGCAAAATGGTAGTCATGGTGATAAT 



a) RT-PCR 



D.. RT-PCR ™fi«« die Rev«.e TWsfaiption von G..an...RNA und an- 
schh^ende. PCR zur An^Mcaaon von DNA-Se_ nu«=U scqu^ 
Primer. Der Reakfionaansatz fUr die RT se«e aich ,vie folg. in «nem 
Gesam^rolnmen von 50^1 ^ammen: 3,5 ,g Ge.an..-RNA. SOU RNasin 
R^bonukleaae Wnbttor (P:„n>ega. Heidelberg), 0.4 „^ dNTP-Mix. ■ 50 U AMV 
Reverse Tranaloiptaae. 1 x AMV-Puffer (aUea R«he Mbleoular Bioohemicab 
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MannKeim). 5 mM DTT mid 2.5 jiM Random Hexamer Primer als StartmolekiUe der 
cDNA-Synthese. Auf eine Mcubation fiir 10 min bei 22<'C folgte die cDNA-Synthese 
fiir jeweils 30 min bei 43°C uhd SS^'C. Das Enzym wurde fiir 5 min bei 95°C 
hitzeinaktiviert. Fiir jede Reverse Transkription wurden zwei weitere Reaktionen 
ohne Reverse Transkriptase bzw. RNA-Templat als Negativkontrollen durchgefiihrt. 

Fiir die sich anschlieBende PGR wurde in einem Gesamtvolumen von 50 ^1 1/10 der 
Reverse Transkriptase-Reaktionen als Templat eingesetzt. Zur AmpUfikation wuiden 
folgende PGR Systeme bei jeweils 0.4 nM der beidoi sequenzspezifischen Primer 
gemSB den Herstellerangaben verwendet: .Triple Master PGR System' (Eppendorf), 
.Platinum Pfic DNA Polymerase' (Invitrogen, Gioningen, ML) mid .High Fidelity 
PGR System* (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim). Der intitialen 
Denaturierung fur 2 min bei 94°C folgten 35 Zyklen aus 15 s Denaturierdng bei 
94°C, 30 s Annealing bei 63°C und 2 min KettenverlSngerung bei 72°G. Bine 
terminale Elongation fur 10 min bei 72°G beendete die Reaktion. 1/5 dieser Reaktion 
wurde zur KontroUe in dnem entsprechend prozentigen TBE-:Agaroseger 
aufgetreimt 

b) 5'- und 3'-RACE-PGR 



Als Amgia^i^aterial fiir die' 5'- und 3'-RAGE-PCR wurde Gesamt-RNA aus 
sporuUerten Oocysten Von Eimeria tenella unter Verwendung des ,5V3' RAGE Kits' 
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) eingesetzt. Die cDNA-Synthese, 
Tailing-Reaktion (nur bei 5'-RACE) .und AmpUfikation der cDNA mit 
sequenzspezifischen Primem wurde nach HersteUerangaben dnrchgefiihrt. Darauf 
folgten bei der 5'-RAGE eine, bei der 3'.RAGE. zwei weitere nested^GRs urn die 
AmpHfikation der 5'- und 3'.Endea zu steigem. Als sequenzspezifische Primer 
wurden in der 5'-RAGE A17-max-63i:ia (cDNA-Synthese). A17.max.533-lo 
(Amplfikation der dA-tailed cDNA) und Ai7-1 12-lo (nested-PGR) verwendet, in der 
3'- RAGE A17-max-90-up (AmpUfikation der cDNA), A17-max-150-up (1. nested- 
PGR) und A17-22-UP (2. nested-PGR). Die im 2%igen Agarosegel aufgetremiten 
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RACE-PCR.Prodiikte wurden nach der Methode von Chomczynski (1992) auf eine 
neutrale-Hybond-N Nylonmembran (Amersham Phannacia Biotech. Freiburg) 
transferiert, mit einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert und zur Belichtung 
von- Kodak Biomax MS Rontgenfihnen verwendet. Die so identifizierten 
spezifischen RACE-PCR-Produkte wurden kloniert, isoUert und sequenziert. . 



Beispiel 11 

Klonierung von PCR-Produkten 



FtJr die Klonierung von PCR-Produkten wurden das ,T0PO TA Cloning Kit' und 
das .pcDNA3.1/V5-His TOPO. TA Expression Kit' (Invitrogen. Groningen, NL) 
benutzt Die PCR-Produkte wurden mittels ,NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit' 
(Macherey-Nagel, Diiren) aus Agarosegelen isoUert und anschheBend mit 5 U Tag 
DNA Polymerase (Promega, Heidelberg), 1 x Taq TmA Polymerase Puffer und 
0.4 mM dNTP-Mix fur O.Sh.bei 72''C inkubiert. Die durch die Taminale- 
Transferase-Aktivitat der Taq DNA Polymerase am 3' Ende adenylierten PCR- 
Produkte wurden ein weiteres Mai mittels .NncleoSpin Extract 2 in l Kit' 
aufgereinigt und nach Herstellerangaben in der TOPO TA Klonierung eingesetzt. 

Beispiel 12 
DNASequenvinalyse 

Die Sequenzierung von klonierter DNA erfolgte nicht-radioaktiv nach der 
Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) mit Hilfe des automatischen DNA- 
Sequenzierers LI-COR 4000 der Firma MWG Biotech (Ebersbach). Sequerrdert 
wurde mit 5'-IRD-800-gekoppelten Piimem fiir den Vektor pGSSAET (MWG 
Biotech. Ebersberg) sowie mit 5'-IRD-800-gekoppelten Standardprimem (LI-COR 
Bioscience, Bad Homburg). 
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5'-IRD-800-gekoppelte Primer 



1 5>-IRD-800-Primer 


Sequenz (5'-3') — " 


|pG8SAET-up 


TAGGTGTAGGTATTGCATCTGTAACTT 


1 pG8SAET-Io 


CGATATATTCGGTCGCTGAGGCTTGCA 


j pG8SAET-seq-up-140 


ATGATGACTTTACAAATACATACAGGG 


1 A17-sequint-27-up 


CGAGGAAGAGCAGCTTACCGACATCAACTAAG 


j A17-sequint-44-up 


CCGAC ATC AACTAAGCTATTGGTCGGGAATTA 


j A17-sequint-385-lo 


ATGAGGATAATTTGGCTGAGGATGCGGATAAT 


1 A17-sequint-351-lo 


ggatgaggatggaggtgaaagtggtaagttgt 


j^Ml3 reverse 


CGAGAAACAGCTATGAC 


1 M13 forward . 


GTAAAA.CGACGGCCAG 


T7-Promotor 


ATTATGCTGAGTGATATCCC 


BGH reverse 


TAGAAGGCACAGTCGAGG 



10 



15. 



5} Sequenzierung mit Thenno-Sequenase 

Fi3^dfe -Sequenzreak6ion wurdea das .Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing 
Kit' (Amersham Pharmacia Biotech. Freiburi) sowie mit dem Infrarot-Fluoreszenz- 
farbstoff IRD-SOO-gekoppelte Primer (MWG Biotech. Ebersbach) verwendet. Pro 
Reaktioh wurden dabei 1,5 Plasmid-DNA und 2 - 4.^1 5'-rRD-800-gekoppelter 
Primer (1 pmol/^l) in einem Gesamtvolumen von 13 nl gemischt und je 3 ^l dieses 
Ansatzes zu je 3 ^1 des jeweiUgen A, C-, G- oder T-Nukleotid-Mixes gegeben und 
anscWiefiend mit 10 ^1 Mineralol iiberschichtet. Die Sequenzreaktion erfolgte dann 
in einem PTC 100 Thennocycler (MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf). Dabei 
folgten auf eine 2minatige Denaturierung bei 94°C 30 Zyklen von Denaturienmg 
(94«C filr 30 s). Annealing. (55«'C filr 30 s) und Strangsynthese (72«C fUr 1.5 min). 
Die Reaktionen wurden durch Zugabe v6n 6 m Formamid-Ladungspuffer 
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abgestoppt. Unxnittelbar vor dem- Auftragen der Sequenzreaktion auf das 
Secpienaergel vmiden die Reaktionen fiir 3 nun bei 72«C denaturiert und sofort 
danach Hchtgeschtitzt auf Eis gelagert. Die fluoreszenzmarkierten Kettenabbruch- 
Fragmente wurden in 40 cm langen. 0,25 nun dtinnen 6o/oigen Gelen aus 
xnodxfiziertem Polyacrylannd (Ultra Pure Sequagel XR. National Diagnostics- 
Atlanta, USA) mit 8M Hamstoff in 1 x TBE-Puffer bei 1.500 V und 50«C 
aufgetrennt und in Echtzeit uber eine Laser-PhotomultipUer-Einheit detektiert. Die 
Auswertung der Sequenzen eifolgte niit der Software Base ItnaglR 4.0 von LI-COR 
(MWG Biotech, EbCTsbach). 

^ Computera nalvse von Seguenzdaten 

Die duich Sequenzanalyse erhaltenen Daten wurden zunSchst mit den Programmen 
.Molecular BioComputing Suite' (MuUer at al, 2001) und Sequenzen 3.0 aufge- 
arbeitet und die deduzierten ProteinseqUenzen ^ttelt FtSr die Datenbank- 
Recherche, also den Vergleich mit bereits bekannten Sequenzen in den Datenbanken 
EMBL. SwissProt oder mit den Daten des Eimeria tenella Genomprojekts 
(www.sanger.ac.uk/Projects/E_teneUay). wurden die Programme BLAST (Altschul et 
al, 1990) und omniBLAST benutzt. Das ,AUgmnenf von zwei oder mehreren DNA- 

.tZ^'^'TT^^'^ Hilfe Programme .BLAST 2 sequences' 

C www.ncbi.nlm.nih.^ o v) (Tatusova und Madden, 1999). CLUSTALW ' 
( www.ebi.ac.uk) (Thompson et al, 1994) und DIALIGN (Morgenstem et al 1998- 

.1999) durchgeftihrt. Weiterhin wurden die Programme Signalp' 
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Nielsen cd., 1997) zur Identifizierung von 
Signalpeptiden und Clone Manager 5 Planung von Klonierungen und 
Restriktionen und zur Suche nacit offenen Leserastem genutzt. 
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Beispiel 13 . 

Herstellung von Proieinextrakten aus E.cott 

2 ml coli TGI aus einer stationSren aber Nacht Kultur wurden sedimentiert, 1 x 
mit dHzO gewaschai irnd in 300 ^ll dHzO resuspendiert. 100 ^il 4 x RotiLoad-Puffer 
(Roth, Karlsruhe) wurden hinzugegeben und die Probe fur 5min in kochendem 
Wasser denaturiert. Anschliefiend wurde die genomische DNA im Ansatz duich cine 
kurze Ultraschall-Behandlung firagmentiert und jeweils 10 ^1 dieser Probe auf ein 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. 

Beispiel 14 

Elektrophoretbche Auftrennung von Proteinen in Pofyacrylamid-gelen und 
tWestern Blot'. 



a) SDS-PAGE 

Die Auftrennung von Proteinextrakten unter denatuxierenden Bedingimgen erfolgte 
in diskontinuierUchen Polyacrylamidgelen nach der Methodd von LammH (1^70). 
Dazu wurde die ,Mini-PROTEAN E Electrophoresis Cell Apparatur' (BIO-RAD, 
Miinchen) benutzt. Die GelgrSfie betrSgt in diesem System & x . 10 cm. Bs wurdeii 
Tremig61e mit l5 % Polyacrylamid verwendet. Die Konzentration der Sammelgetr 
betrug einheitUch 4,5 % Polyacrylamid. Die Auftremiung erfolgte bei 40 mA fur ca. 
2 - 2,5 h. Als Molekulargewichtsstandard wurden 5 tif des ,Prestained SDS- 
Molecular Weight Marker Mix' (Sigma, Deisenhofen) verwendet. 

Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran 

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden pach der Semi-Diy-Methode 
(Kyhse-Anderson. 1984) auf Protran BA 85 Nitrozellulosemembran (Schleicher und 
Schuell. Dassel) geblottet. Dabei wurde ein kontiiiuierUches"Puffer-System (Lihme 
und Schafer-Nielsen, 1986) verwendet, bei dem nur die.in Blotpuffer. getrSnkten 
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Lagen Whattnan-P^ier (Whatman Ltd.. Maidstone, England) zwischen 2^ei 
Graphilplatten (Biometra Fast Blot. GSttingen) als Pufferx^servoir dienten. Zwischen 
diesen Gr^hitplatten wurde ein homogenes elektrisches Feld erzeugt, worin die 
Proteine bei einer Stromstarke von 60 mA fiir 2 h aus dem SDS-Polyacxylamidgel 
auf die Nitrozellulosemembran ttbertragen wurden. Zur Kontrolle des Transfers 
wurde die Mtrozellulosemembran nach dem Blotten reversibel durch Ponceau S 
(0,20/0 Ponceau S in 3% TxichloressigsSure) angefarbt und mit dH^O wieder entfdrbt. 

c) Innnundetektion 

Die Nitrozellulosemembran wurde in ein 50 ml ZentrifugenrShrchen (Falcon, Becton 
Dickinson. Sunnyvale. CA. USA) eingeroUt und rotierend fur 1 h mit 10 mil x 
RotiBlock-Lesung (Roth. Karlsruhe) inkubiert, urn unspezifische Bindmigsstellen 
abzusattigen. AnschlieBend wurde diese Block-Ldsung. gegen 50^1 50fach 
aufkonzentrierten Hybridoma-Kulturuberstand des monoklonalen AntikSipers E2E5 
CPrimarantikSiper) in 10 ml 1 x RotiBlock-LSsung ausgetaiischt. Nach 2standiger 
mkubation bei 22°C wurde die Membran 3 x fflr insgesamt 0.5 h mit PBS/0.05 % 
Tween.20 gewaschen. um den nicht-gebundenden tJberschuss an PrimSrantikoiper 
zu entfemen. Dann wurde der SekundirantikSiper Ziege-anti-Maus IgG .Horse 
Radish' Peroxidase- (HRP-) gekoppelt (Jackson hnmuno Research Laboratories 
•West Grove. USA) 1:4,000 verdiinnt iu lOmll x RotiBlock-Losung mrT^- 
hinzugegeben. Emeut wurde 3 x fUr insgesamt 0,5 h mit mif PBS/0,05 % Tween-20 
gewaschen. Der Nachweis der gebundenen Antikoiper erfolgte nun durch die 
Erzeugung von Chemilumineszenz mit Hilfe des ,ECL Western Blotting 
Detektionssystems' (Amersham Phannacia. Freiburg) in Anlehnmig an RosweU und 
White (1978). Gleiche Volumina der Detektionsreagenzien 1 und 2 wurden dafiir 
gemischt und auf die Membran gegeben- (0.125 ml/cm^ Nach 1 min wurde die 
Fliissigkeit abgenoiimien. die Membran 1 x fcuiz xnit PBS/0.05 % Tween.20 gespiUt 
und auschKeflend luftblasenfiei zwischen zwei Overheadfohen gelegt. Die 
Exposition erfolgte auf ECL Hyperfihn (Amersham Phannacia. Freiburg) ftir 2 - 
5 min bei 22^C. 
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BeisDiel 1.S 

Radioaktive Markierung von DNA 



tte radioaMve Marking von DNA war abhSngig von to GrtBc der Verwendeten 
Sonden. DNA-Fragmenta > 800 bp wurden durch .random prtoing' nut [o^PldCIP 
m Anlehnung an die Mefliode von Feinberg »d Vogelstein (1984) marMert FOr 
iese Markienmg^on wurde daa .Megaprime DNA Labelling Kif (Aniershan, 
Phannacia Biotech, Freiburg) gemaB den Her^Berangaben verwende.. Pro Ansafe 
^™rden 40ng DNA und SOMCi fa-PJdCm. (10 ,Ci/,l. spez. Alctivim, > 3.000 
Cummol) eingesets*. 

Sebr kleine DNA-Fragmente. wie zum Baispiel OUgonukleoUde, wurden mit [r^^P]- 
AIP radioakttv naarider.. Bei dieter ReakUon kaWy^en die T4 Polynukleotid 
Kma^ (MBI Fermenta., St Leon-Rot) den Transfer des [t>¥]ATP auf die S'-OH- 
Gmppe der DNA. Bs wurden . 20 ng OlignuBeotide und lOOfiiCi fT^PlATP 
(10,Ci/m. apez. AWvitM > 4.500 CiAnmol). verwendet Nach der MarMerung,- 
reakhon wnrden nicht eingebante Nukleotide nrit dem .NucleoSpin Extract 2 in 1 
Krf (Macherey-Nagel. DOren) abgetrenni Die so madderte und gereinigte DNA 
wurde vor der Verw^idung zur Hybridisierung iilr 10 min denaturiert. 

BeisDiel 1<; 

.Southern Blot-: DNA-Transfer a^Membranen und HybrmUrung 

m dieser Technik wurden sowohl PCR.Prodnkte ab auch genomische DNA auf 
em= neutrale Hybond-N Nylounren*ran (Amersham Pharmacia Biotech. Freiburg) 
transfeiert. Die genomische DNA wurde zuvor mi. diversen Pestriktionsendo. 
n^easen verdant (10 ^g pro Restriktionsansatz) und Sber Nacht bei 20 mV in einem 
0,6 4.gen. 14 cm langen Agarosegel aa^tennt Der 31of erfolgte nach der 
Methode von ChomczynsM (1992) dtach abwWs gerichteten KapiUartransfer in 
alkahsohem IWerpuffer 0 M NaCl, 8 mM NaOH. pH 1 1.40 - 1 1 .45) fit 2 h oder 
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tiber Nacht. Vor desm Transfer wurde die DNA im Gel ftir 1 h in 1.5 M NaCl, 0,5 M 
NaOH denatuiiert und anschUefiend fOr lOmin in Tr^feipuffer inkubiert. Im 
AnschluB an den Transfer wurde die Membran fUr 15min mit 0,2 M 
Natriumphosphat-Puffer (pH6,8) neutralisiert und fiir 20nmi bei 80°C gebacken. 
Die DNA auf der Membran wurde nun zur Hybridisierung durch radioaktiv markierte ' 
Sonden genutzt. ZunSchst wurde die Membran jedoch fiir 3h in PrShybridisierungs- 
losung bei 60°C inkubiert. AnschlieBend wurde diese durch die Hybridisierungs- 
losung ersetzt. Nach Zugabe der radioaktiv markierten Sonde erfolgte die 
Hybridisierung ttber Nacht bei 60°C. Fflr die Wasclq)u£fer wuide eine 20 x SSC 
Stammiesung (3M NaCl; 0.3 M Natriumcitrat. pH7.0 in H2O) verwendet Die 
Membran wurde nacheinander fiir 30 min in 2 x sSC, 0,1 % SDS und fiir 30 min bis 
2 h in 1 X SSC. 0,1 % SDS gewaschen. Die Exposition der Membran erfolgte auf 
Kodak Biomax MS RSntgenfilmen mit VerstarkerfoUe bei -80°C. 

Beispiel 17 ' 
Elektrophorese von RNA und .Northern Blot' 

.Samtliche Arbeitsschritte zur Elektrophorese von UNA wurden unter RNase:fireien 
Bedingungen mit 0,1% DEPC-behandelten und anschlieBend autoklavierten Puffem 
durchgefiihrt. Die Denaturierung der RNA mit Glyoxal und DMSO sowie die 
anschUeBeiide elektrophofetische Auftrennung erfolgte nach ^^ambroofc- "^f a/.' 
(1989). 20 ng RNA in einem Volumen von 5,4 ^1 wurden mit 5,4 ^l deionisiertem . 
6 M . Glyoxal, 16,0^1 DMSO und 3 jil 0,1 M Natriumphosphat-Puffer (pH7,0) 
versetzt und 1 h bei 50°C inkubiert. AnschlieBend wden auf Eis 6 ^1 Glyoxalgel- 
Ladungspufifer (10 mM Natriumphosphat, pH7.0; 50 % Glycerin; 0,25 % 
Bromphenolblau) zugegeben. Die Auftrennung erfolgte in. einem l,2%igen 
Agarosegel in 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) bei 3-4 V/cm. Mit Hilfe 
einer abwMs gerichteten KapiUarblot-Technik unter Vefwendung eines alkaUschen 
Transferpuffers (3 M NaCl, 8 mM NaOH, pH 11,40 - 11.45) (Chomczynski, 1992) 
wurde die RNA auf eine neutrale Hybond-N Nylonmembran (Amersham Pharmacia 
Biotech, Freiburg) geblottet. Die Membran wurde 15 min in 0.2 M Natriumphosphat- 
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Puffer (PH6.8) neutraUsiert und schHeBlich 20 mm bei 80°C gebacken Zur 
Gr6BenabscMtzuBg wurden 10>g EcdBUHinm verdaute X-DNA (MBI Fennentas 
St. Leon-Rot) glyoxyUert und parallel zur RNA aufgetrennt. Die Spuren mit X-DNA 
wurden nach der Elektrophorese vom Rest des Gels abgetremit. zum Entfemen des 
Glyoxals fUr 20min in 50mM NaOH gewaschen. 15min in 50 mM 
Natriumphosphat-Puffer (pH 7,0) neutralisiert und schUeBUch im gleichen Puffer mit 
0.5^g/inl Ethidiumbromid gefirbt. Die Hybridisierung erfolgte wie ftlr den' 
. .Southern Blot' beschrieben. jedoch unter stringenteren Bedingungen bei 65»C und 
nut 0.1 X SSC, 0,1 % SDS als zweitem Waschpuffer. " 

Beispiel 18 

Sequenzierung der EtOS22-cDNA . 

Die Phagenklone, deren Fusipnspxoteine im Western Blot von dem mAk E^E^ 
erkannt wurden, wurden durch DNA-Sequenzienmg analysiert Ausgehend vori 
dieser bekannten Sequent (dunkelgrau unterlegt) wurden durch 5'! und S'-RACE- 
PGR das 3 '-Ende dieses Gens sowie der gr^ifite Teil des 5'-Endes amplifiziert wobei 
das 5'-Ende der cDNA durch 5'-RACE um 224 bp verlangert wurde. Das Leseraster 
war weiterhin durchgehend, es fehlte jedoch ein Startcodon (ATG) mit deni ein 
offenes Leseraster (ORF) beginnt. Um das" vollstMge ORF dieses Gens durch RT- • 
PGR zu ampUfizieren, wurden auf Basis von t>^X^ z^'Z^. Eirneru,^i,„^Uc{ 
Genomprojekt zwei neue Primer konstruiert: A17-f-length-64-up und A17-f-length- 
I176-10, in der Sequenz durch Unterstriche gekemizeichnet. fUhrten zu einem PCR- 
Produkt von 1.106 bp. So wurde das voUstSndige offene Leseraster amphfiziert Die 
Pnmer hybridisieren im 5'- bzw.. S'-UIR. der cDNA. Zwischen 5'-Primer und 
ATG-St^codon befindet sich ein vorgeschaltetes Stop-.Codon, wodurch sicherge- 
stem xst. dass das PCR-Produkt das vollstSndige - offene Leseraster " enthait Die 
5/OS22.CDNA wdst ein ORP von 594 bp bzw. 198 AS auf und endet in Position 
677 mit einem TAA-Stopcodon. Der 3'-UTR mnfasst 506 bp. m Abb 1 ist die 
vollstandige Sequenz der cDNA ftJr das £^S22 aufgefuhrt, wobei die LSnge des 5'- " 
UTR noch nicht bestinmit wurde. 
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BeisDiel 19 

Charakterisierung des EtOS22 

Das Progranm SignalP V 1.1 (Nielsen et al, 1997) identifiziert am N-terminalen 
Ende des Proteins ein Signalpeptid von 18 AS (in der Sequenz hellgrau unterlegt). 
Die Spaltstelle zwischen Signalpeptid und reifem Protein Uegt sehr wahrscheinUch 
zwischen Position 18 und 19 (A V A - A D). Somit liegt die GrQBe des reifen 
Proteins bei 180 AS. Darans errechnet sich ein theoretisches Molekulargewicht von 
21.039.7 Da ohne bzw. 22.830.9 Da nut Signalpeptid. AufSlUg ist die Haufigkeit 
bestinunter AS im VorlSufer-Protein (bzw. im reifen Protein): Histidin (H) 23,2 % 
(25,6 %). Prolin (P) 17,2 % (18.9 %\ Alanin (A) 8,6 % (6,7 %) und Glutanmi (Q) 
7,6 % (8,3 %). Histidin und Prolin stellen zusammen ilber 40 % aUer AminosSuren 
im Protein. ; . 

Beispiel 20 

Expression des EtOS22 in Eimeria it^n^Un 

Um das Expressionsmuster des S/OS22 in Eimeria tenella duich den Nachweis des 
entsprechenden Transkripts zu untersuchen. wurden RT-PCRs und .Northern Blots' 
mit sequenzspezifischen Primem bzw. radioaktiv-mailde^f8h-Sonden durchieftihrt. 
Fllr die RT-PCRs wurde cDNA von 4 verschiedenen Parasitenstadien verwendet: aus 
sporuUerten Oocysten sowie aus intrazellulSren Stadien 72 h, 137 h und 148 h nach 
der Infektion des Hiihnchens, wobei ftir diese Stadien Gesamt-RNA aus infizierten 
Hiihnchenblindarmen isoUert wurde. Die Amplifikation von RT.PCR-Produkten 
gelang 137 und 148 h nach der Infektion (Gamogonie) und im Oocystenstadium. 
nicht jedoch 72 h nach der Infektion (Schizogonie). Das Gen wird demnach 72 h 
nach der Infektion noch nicht transkribiert. die Transkription erfolgt dagegen 
spatestens ab 137 h nach der Infektion und auch noch in den sporuUerten Oocysten 
(Abb. 2). 
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Im .Northern Blot' zeigte sich ein sehr deutHcher Expressionspeak 137 h nach der 
mfektion. Nach 148 h und in den Oocysten ist das mRNA-Transkript des EtOS22 nut 
dieser Methode kaum bzw. nicht mehr nachweisbar (Abb. 3). Der .Northern Blot' 
heferte zudem Hinweise auf die GroBe des vollstSndigen n^A-Transkripts von ca. 
1 , 1 kb. Dies stimmt sehr gut mit der GrciBe der klonierten cDNA iiberein. 

Beispiel 21 

Lokulisation des Oocysten Sporocysten Proteins (EtOS22) in Eimeria tenella 

a) ImxmmfluoreszenT: 

3 X 10^ sporulierte Oocysten wurden fUr 2 min bei 14.000 ipm sedimentiert 1 x mit 
PBS gewaschen und anschUeBend mit einem dem Sediment, entsprechenden 
Volumen Glasperlen 0,45 - 0,5 mm) fur 2 min heftig mit dem Vortex geschtittlelt 
bis em Ten der im ABsatz enthaltenen Oocysten. und Sporocysten nq,tiert war 
(mokroskopische KontroUe). Diese Zellen und Zelltrtimmer wurden sedimentiert in - 
20°C kaltem Methanol resuspendiert und fUr 10 min bei 22°C inkubiert. Nach dnem 
weiteren Waschschritt erfolgte die Resuspensibn in PBS/0.1 TritonX 100 fur 
10 min bei 22oc. Es folgte wiederholtes grOndUches Waschen mit PBS bevor 
unspezifische Bindungsstellen am ZeUmaterial durch rotiercnde Inkubation in 
Blockpuffer (PBS/m.BSA) ftir 1 h bei 22°C ^geskttigt wurden. banach wurden" 
25 m des 50fach aufkonzentrierten Hybridoma-KulturUberstands des monoklonalen 
AntikSrpers E,Es (PrimSrantikSiper) in 1 ml Blockpuffer hinzugegeben lind fUr 2 h 
rot:erend inkubiert. Durch 3maUges Waschen mit PBS fUf insgesamt 0.5 h wurde der 
tJberschuss an Primarantikaxper entfemt. bevor das Zellmaterial fllr 1 h rotierend und 
hchtgeschutzt mit dem Sekund^tikGrper Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus IgG 
(H+L) (MoBiTec GmbH. Gfippingen) inkubiert wurde. Nach 2fachem Waschen mit 
PBS wurde das ZeUpellet in Mowiol (Polyscience Inc., Niles, IL. USA) 
resuspendiert, 15^1 dieser Suspension auf Objekttrager ausgebraoht, mit einem 
DeckglMschen luflblasenfrei abgedeckt und Uchtgeschtitzt bei 4°C aufbewahrt 
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b) Konfokale Las erscamiiTip r Mikroskopie 

For die konfokale Laserscaimiiig Mikroskopie wurde ein Zeiss IM 35 Mikroskbp 
(Zeiss, Oberkochen) mit einem Leica CLSM-Aufsatz TCS NT (Leica Lasertechnik, 
Heidelberg), Version 1.5.451, verwendet. Die Fluoreszenz des Alexa 488 Farbstoffes 
wurde mit einem Argon-Laser bei einer WellenlSnge von 488 mn angeregt. Z-Serien 
von optischen Schnitten durch Oocysten und • Sporocysten wurden mit einer 
Aufldsung von 1.024 x i.024 Pixeln gescannt Die Auswertung erfolgte mit Adobe 
Photoshop 6.0 und Corel Draw 10.0 fiir Windows. 

Die Immunfluoreszenz gegen das EtOS22 in Oocysten (Abb. 5.1) und Sporocysten 
(Abb. 5.2 und 5.3) von Eimeria tenella bestatigte zunachst die Arbeiten von Mouafo 
et al. (2002). Die Antoung der Oocystenwand in ruptierten aber nicht in intakten 
Oocysten iSsst auf eine LokaUsation an der inneren Wand schUeBen. Darttber hinaus 
zeigten sich distinkte Fluoreszenzsignale im Bereich des sogenannten .Stieda- 
Koipers' der Sporocysten. Diese Struktur steht in engem Zusammenhang mit der 
Excystierung, dem SchlQpfea der beiden Sporozoiten aus der Sporocyste. Die 
Tatsache, dass nurbereits ruptierte Sporocysten diese Fluoreszenzsignale aufweisen, 
erlaubt die Schlussfolgerung, dass EtOS22 Bestandteil von Strukturen ist, die im 
Inneren der Sporocyste lokaUsiert sind. und kein. Bestandteil der SuBeren 
Sporocystaischale ist. * 

Beispiel 22 

Excystierung von Sporozoiten 

Zur Gewinnung frischer Oocysten wurden 2 - 3 Wochen alte Htihnerkaken mit ca, 
5.000 sporuUerten Oocysten v:on Eimeria tenella mittels einer Schlundsonde infiziert. 
Am 7. Tag nach d^ Inf^on wurden die Tiere getetet und der Inhalt der Blindd&me 
in 2%iger KaUumdichromatlSsung- gesammelt. Unter Rtihren bei ca: 28°C 
sporuUerten die Oocysten imierhalb von- 48 h.' Zur Sporocystengewimiung wurden 
die Oocysten mit einem.Potter aufgebrochen. DafUr Avurden in das PottergefeB etwa- 
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1,5 ml konzentrierte Oocystensuspension pipettiert und bei 1.300 ipm ruptiert bis 
alle Oocysten aufgebrochen waren (inikroskopische Kontrolle). 

Die freigewordeneu Sporocysten wurden in einem 50n:l ZentrifugenrOhrchen 
(Falcon, Becton Dickinson. Sunnyvale, CA. USA) gesaxmnelt und bei 2.000 rpm fiir 
lOmin zentrifugiert. Das Sediment wurde in 25 ml PBS resuspendiert und fiber 
Nacht unter Zusatz von 10 ng/ml Baytril (BAYER, Leverkusen) auf 40C gelagert" 
Am nachsten Morgen wurde die Suspension sedimentiert und die Sporocysten in 
emem Gemisch aus Iml GaUensaft und 20 ml sterilfiltriertem PBS-Trypsin 
resuspendiert Davon wurden fflr parallels Excystierungsversuche jeweils 2 ml 
Alxquots verwendet, ohne und unter Zugabe von 100 ^1 des SOfach aufkonzentrierten 
Hybndoma-Kulturabex^ands des monoklonalen Antik5xpers E.E. Diese AnsStze 
wurden in einem -41,5°C-temperierten Brutschrank fur 5 h inkubiert. AnschUeBend 
wurde die Anzahl freier Sporozoiten sowie nicht^geschltipfter Sporozoiten in d«x 
Sporocysten fiir beide AnsStze mit einer Btirkerkammer bestimmt. 

BeisDiel 23 

^enunung der ExcysUeruHg von Sporozoiten 

Zur Untersuchung der Bedeutung von 5/OS22 wShrend der Excystierung wurden 
paraUele ExcystierungsansStze mit und oime Zugabe des mAk E^Es d^xrchgefiihrt 
AnschUeBend wurde die Anzahl der geschltipften Sporozoiten und der Sporocysten 
nut mcht-geschlapften Sporozoiten in beiden Ansatzen Qe 2 ml) bestimmt und diese 
Daten mxteinander verglichen. Die Anzahl geschlflpfter Sporozoiten betrug in' der 
Kontrolle 9,6 x 10^ bzw. 4,8 x 10^ Qegenwart des mAk. Die Anzahl von Sporo- 
cysten mit nicht-geschltlpften Sporozoiten stieg hingegen von 2,0 x 10^ auf 2 2 x io« 
(Abb. 6). Die^e Reduzierung freier Sporozoiten um etwa die HSlfte bei gleicl^eitiger • 
Zunahme von Sporocysten mit nicht-geschlt^ften Sporx^zoiten um etwa das lOfache 
zeigt, dass die Modulation der Aktivitfit von EtOSll zur Hemmung der Excystierung 
von Eimena tenella fiihrt und damit dne Modulation der Aktivitat von ^.OS22 zur 
Therapie von fafektionen mit £/merza geeignet sein kann. 
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Beispiel 24 

Testen von afflnitatsisoUeHen Substanzen gegen Eimeria tenella in Zellkultur 

Die in vitro Testung erfolgt an primaren Nierenzellkulturen. Hiferfvlr wird Nierenge- 
webe aus 12 Tage alten Legetypkiiken aseptisch pr^ariert imd die daraus 
gewonnenen Nierenzellen fiir Monolayer-Gewebekulturen in 96 well-Platten 
angeziichtet. Als NShnnedium dient DMEM + 5% foetales Olberaeruin + 2% 
Glutamin + 2% nichfessentielle Aminosauren + 1% HEPES + 1% Natrium-Pyruvat 
Nach zweitagigem Bebmtea bei 42°C und 5% CO2 werden die Gewebekulturen mit 
excystierten Sporozoiten von Eimeria tenella m&n^. AffinitatsisoUerte Substanzen 
werden ausgehend von einer Stammkonzentration von 20 mg/ml Losung in DMSO 
mit NShnnedimn auf eine Endkonzentration von 10 ppm. verdmmt und den" 
infizierten Zellkulturen zugegeben. Am 5. Tag nach der Infektidii wird die Kulturen " 
mikroskopisch ausgewertet und der Zustand der Wirtszellen sowie die Anzahl der 
intakten Schizonten und fi^eien Merozoiten (120 Sttmden nach der Infektion) 
bestimmt. Die Wirksamkeit wiide wie folgt bew«rtet: 



Index 


Bewertung 


Optischer Eindruck 


2 


Voll wirksam 


Keine intakten Parasiten/well 


1 


Schwach wirksam 


1-6 intakte Parasiten/well 


0 


Unwirksam 


Parasitenzahl wie in der infizierten KontroUe 


T 


Cytotoxisch 


Wirtszellen abgestorben (abgekugelt) 
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Patentanspruche: 

1. Polynucleotid enthaltend: 

a) die Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 oder 3; oder 

b) ein Polynucleotid, das zu dem Polynucleotid mit der Sequenz gemSB 
SEQ ID NO:l oder 3 eine Identitat von mebr als 50% aufWeist; oder 

c) ein Polynucleotid.. die mit dem Polynucleotid nrit der Sequenz gemaB 
SEQ IP N0:1 Oder 3 unter stringenten Bedingungen hybridisiert; oder 

d) Polynucleotid. welches fur ein Polypeptid mit der Sequenz gemaB 
SEQ ID N0:2 kodiert; Oder 

e) ein Polynucleotid, das, zu einem Polynucledtid, welches fUr das 
Polypeptid mit der Sequenz gemaB SEQ ID NO:2 kodiert, eine 
Identitat von mehr als 50% aufweist; Oder 

f) ein Polynucleotid. das mit einem Polynucleotid. welches fUr das 
Polypeptid mit der Sequenz gemaB SEQ ID NO:2 kodiert, unter 
stiingenten Bedingungen hybridisiert; Oder 

g) ein Polynucleotid, das von einem Polynucleotid mit der Sequenz 
gemaB SEQ ID N0:1 aufgrund der Degeneration des genetischen 
Codes abweicht; 

h) ein Polynucleotid, das ein Fragment eines Polynucleotids nach a) bis 
g) darsteUt und mindestens 6 Nucleotide laug ist. 
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2. Polypeptid. das von emem Polynucleotid gemSB Anspruch 1 kodiert wird und 
mindestens 8 AiDinosSuren laug ist. 

3. Vektor oder Expressionssystem enthaltend wenigstens eines der 
Polynucleotide nach Anspruch 1 . ' 

4. Wirtszelle, eathaltend den Vektor oder das Expressionssystem nach Anspruch 



5. 



6. 



Verfahren zur HersteUung eines Polypeptids nach Anspruch 2 mit Hilfe einer 
Wirtszelle nach Anspruch 4. 

Antikoiper, dadurch gekemizeichnet, das er spezifisch an das Polypeptid nach 
Anspruch 2 bindet. 



7. Verwendung von AntikSipan nach Anspruch 6 alsParasitizide. 

8. Verfahren zuin Nachweis ernes Polynucleotids nach Anspruch 1. wobei 
Polynucleotid nach Ansprach 1 mit dem Nukleinsanrematerial' 
biologischen Probe hybridisiert und die Hybridisierung nachgewiesen wird. 



em 

aus einer 



9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Nachweis der Hybridisierung durch 
Polymerase-Kettenreaktion erfolgt. 

10. Verfahren zum Nachweis eines Polypeptids nach Anspruch 2. wobei das 
Polypeptid durch Bindung des AntikSipers nach Anspruch 6 nachgewiesen 
wird. 



11. Zusammensetzung zum Nachweis eines Polynucleotids nach Anspruch 1 oder 
eines Polypeptids nach Anspruch 2 enthaltend ein Polynucleotid nach 
Anspruch 1 oder einen Antikoiper nach Anspruch 6, 
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12. Verwendung dnes: 

a) I*olynucleotidsnach Anspruchl;oder ' 

b) PolypeptidsnachAnspruch2;oder 

c) Vektors oder Expressionssystems nach Anspruch 3; oder 

d) AjQtikSrpers nach Anspruch 6 
zur Herstellung eihes Lnpfstoffes. 

13. Impfstoff enthaltend: • • . • 

a) einPolypeptidnachAnisprach2;oder 

b) einenVektornachAnspmch3;oder 

c) einenAntikfiipernachAnsprache. 

14. Verfehxen zum AufBnden von Wirkstoffen, die die Aktivitat des EtOS22- 
Proteins bei der Excystienmg von Sporozoiten aus Sporocysten modulieren 

bei dem man; 

a) den zu testenden Wirkstoff nut einem \ff/OS22-Polypeptid nach 
Anspruch 2 in" Kontakt bringt, wobei die gewShlten Bedingungen eine 

. spezifische Bindung der Testsubstanz an das £/OS22-Polypeptid 
gestatten; und 

b) eine erfolgte ^ezifische Bindung an das Polypeptid detektiert; 

wobei ein Wirkstoff. der an das Polypeptid bindet, als potentieUer' Wirkstoff 
zur Therapie der Kokzidiose identifiziert wird. 



15. 



Verfahren zum AufBnden von Wirkstoffen. die die AktivitSt.des EtOS22- 
Protems bei der Excystierung von Sporozoiten aus Sporocysten moduUeren 
bei dem man: 
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a) .den zu. testenden Wirkstoff mit einem . £/OS22.Polypeptid nach 

Anspruch 2 in Kontakt bringt. wotd die gewShlten Bedingungen eine 
spezifisclie Bindimg der Testsubstanz an das ^/OS22-Polypeptid 
gestatten; und 

b) eine Modulation der Aktivitat des Polypeptids nach Anspruch 2 oder 
des £/OS22-Proteiiis nachweist; • 

^^I'^iei^Wirkstofif.derdieAktivitatmoduK^alspotentiellerWi^^^ 
• Ther^iedef Kokzidioseidentifiziertwiril. 

16. WirkstoflF, aufSndbar mit einem der Verfahren nach Anspruch 14 oder 15. 

17. Wirkstoff, der die Aktivitat des ^^OS22-Proteins bei der Excystierung von 
Sporozoiten aus SporocystenmoduUert. 

18. Phaixnazeutische Zusammensebxuig enthaltend den. Wiikstoff nach Anspruch 
16. Oder 17 und einen phaimazeutisch zuiassigen Tra;ger. 

19. Verwenduhg eines Wirkstoffes, der die Aktivitatdes ^/OS22-Proteins bei der 
Excystierung von Sporozoiten aus Sporocysten moduhert, zur HersteUung 
eines MedikamenteszurBehandlung von Kokzidiose. " ' 
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Fig. 1 • 

1 c^gaacccca aa.h.aaatc .,.ry ,r.„,r nr-.ct.tttt acttcttaac cgtttactg. 
.1 ..cacaaga acaa,«t.a a^a.ga^ac tatcc.a^cc accctagtc^ gtttcaoasc 
1.x «.c,ca,cc ,«,c..ca, ac.,a3cacc .«,.at=c. tc.caJJ, c! J J« 

"3 9cga.t.»3 c,..,c.g c. ...tgcaaac gccJccL gLLcL 

— ± 2 D^N AD P RLE 



»1 cccac.y,c .sgctyy ccgccaaact tgccaay^c tttcaa ccca aoay accc 
-30| ;acccct,ct agtccccaga caac»a cc.- ctttc.cctc c.tccLL cLLLc 
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'g ttcatgtgcc 
H N V H V 



rrs°'^ ■sn^;" -'tt" ^^'^^^^ =t=.«..=a 



j?^- -r^-r rrTi -^tt 

IM 1"^^°;^'; atcaayaag ctattggtca ggaattaagg tgcttagtct castagtLg 



7=1 tacagtacta ggcta=g.« g.ga.c„ca tg9c.aa.a3 gt.ccagcca ccaagctgac 
7» tc^ctatgt tttattagac aa.t„aa.t ttaaagggtc ccagtttcag tcictgcagg 
841 tctgcccctg aa.gccgag aggggcotaa agggtgatCg gagctgcaaa tac.gctgca 
"1 aatgcagctg ca.agtgccg =«=.a.aaa gggacaggct tcccgccaa, at««ggat 
«x c.t.=ctat= aatgcttcga gaaaaoat.g aaaacaaaag cactgaaga. cgttcatagt 

1021 ■ cggtagt„t aggggeatgo cgtgtgctaa aatcccatig aaccttcagg ta=ac«gat 
=at£«3aaaua=aca==«caatcact=t caacgcgcac cactagagcg agagctgc« 

1141 "993atgoa.gogag.tgtc gactcagagg t=ct«,aHa aaggg(a). 
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freie Sporozoiten 



Sporbcysten mit 
Sporozoiten 
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